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Uvod: Za razvoj sladkorne bolezni tipa 2 je značilna inzulinska rezistenca. Glavni periferni 
porabnik glukoze po obroku so skeletne mišice, zato je preprečevanje oziroma zdravljenje 
inzulinske rezistence v tem tkivu ključno za obvladovanje hiperglikemije. Z AMP-aktivirana 
protein kinaza (AMPK) kot osrednji regulator celične energije predstavlja novo farmakološko 
tarčo za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 2. Aktivacija AMPK v skeletni mišici spodbudi 
privzem glukoze v tkivo, oksidacijo maščobnih kislin in mitohondrijsko biogenezo, kar 
pripomore k zmanjšanju hiperglikemije in inzulinske rezistence pri sladkorni bolezni tipa 2. 
Inzulinska rezistenca in sladkorna bolezen sta nemalokrat pridobljeni tudi po transplantaciji 
organov, k čemur v veliki meri prispevajo imunosupresivna zdravila. Mofetilmikofenolat se 
uporablja v trojnem režimu preprečevanja zavrnitve presajenega organa in deluje kot 
zaviralec inozin-monofosfat-dehidrogenaze (IMP-dehidrogenaza), ki katalizira pretvorbo IMP 
v ksantozin monofosfat. 
Namen: Mofetilmikofenolat z zaviranjem IMP-dehidrogenaze povzroči kopičenje IMP in 
ostalih intermediatov de novo sinteze gvanozin monofosfata. Podobno kot antirevmatik 
metotreksat bi s svojim delovanjem lahko zmanjšal očistek ZMP (5-aminoimidazol-4-
karboksamid-1--D-ribofuranozil 5’-monofosfat), iz katerega v zadnjih dveh reakcijah de 
novo sinteze purinov nastane IMP. ZMP je analog AMP in aktivna oblika AICAR, najbolj 
pogosto uporabljenega farmakološkega aktivatorja AMPK. ZMP aktivira AMPK z vezavo na 
vezavno mesto za AMP. Namen naše raziskave je bil preveriti, ali mofetilmikofenolat in 
alanozin, ki zavira pretvorbo IMP v adenilosukcinat, vplivata na delovanje AMPK v skeletni 
mišici.  
Hipoteze: 1) Mofetilmikofenolat spodbudi aktivacijo AMPK v podganjih in človeških 
skeletnomišičnih celicah; 2) Mofetilmikofenolat in alanozin sinergistično aktivirata AMPK v 
podganjih skeletnomišičnih celicah; 3) Mofetilmikofenolat vpliva na aktivacijo signalne poti 
Akt v podganjih skeletnomišičnih celicah. 
Metode: Poskuse smo izvedli na celični liniji podganjih (L6) skeletnomišičnih celic in 
primarni kulturi človeških skeletnomišičnih celic. Učinke na znotrajcelično signalizacijo smo 
ovrednotili z metodo prenosa western, s katero smo spremljali aktivacijo AMPK z merjenjem 
fosforilacije AMPK (Thr172) in njenega substrata acetil-CoA karboksilaze (ACC, Ser79). 
Določali smo tudi aktivacijo Akt signalne poti z merjenjem fosforilacije Akt (Ser473), 
njenega substrata AS160 (Ser588) in glikogen sintaze kinaze-3α/β (GSK-3α/β, Ser21/9). 
Rezultati: Mofetilmikofenolat (5M) je povečal z AICAR spodbujeno fosforilacijo AMPK in 
ACC v podganjih skeletnomišičnih celicah, v odsotnosti AICAR pa ni imel učinka na 
aktivacijo AMPK. V človeških skeletnomišičnih celicah ni dosegel z AICAR spodbujene 
aktivacije AMPK, zato smo našo prvo hipotezo le delno potrdili. Sočasno tretiranje podganjih 
skeletnomišičnih celic z mofetilmikofenolatom in alanozinom je zvišalo raven fosforilacije 
ACC. Ta rezultat nakazuje, da mofetilmikofenolat in alanozin sinergistično aktivirata AMPK, 
kar podpira našo drugo hipotezo. Preverili smo še vpliv mofetilmikofenolata na signalno pot 
Akt v podganjih skeletnomišičnih celicah, preko katere poteka od inzulina odvisen privzem 
glukoze v skeletno mišico. Inzulin je spodbudil povečanje fosforilacije Akt tudi v prisotnosti 
mofetilmikofenolata. V odsotnosti inzulina je mofetilmikofenolat povečal fosforilacijo Akt, 
kar podpira našo tretjo hipotezo. 
Zaključek: 1) Mofetilmikofenolat v podganjih skeletnomišičnih celicah ne aktivira AMPK, 
temveč okrepi z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK. V človeških skeletnomišičnih celicah 
mofetilmikofenolat ni spodbudil aktivacije AMPK. 2) Mofetilmikofenolat in alanozin 
sinergistično aktivirata AMPK v podganjih skeletnomišičnih celicah. 3) Mofetilmikofenolat 
aktivira Akt v podganjih skeletnomišičnih celicah. 
Ključne besede: mofetilmikofenolat, AMPK, sladkorna bolezen tipa 2, skeletne mišice, 
presaditev organov.  
ABSTRACT 
Background: Type 2 diabetes is characterized by insulin resistance. Skeletal muscle is the 
main site for glucose uptake postprandially, thus representing an important target tissue to 
prevent or treat insulin resistance and hyperglicemia. AMP-activated protein kinase (AMPK) 
is a key regulator of cellular energy homeostasis and represents a new pharmacological target 
in treatment of type 2 diabetes. In skeletal muscle AMPK activation promotes glucose uptake 
into the tissue, fatty acid oxidation and mitochondrial biogenesis, which helps to ameliorate 
metabolic dysregulation such as hyperglicemia and insulin resistance in type 2 diabetes. 
Metabolic dysregulation, such as type 2 diabetes is a common condition, also developed after 
an organ transplantation and is at least partially caused by immunosupressive therapy. 
Mycophenolate mofetil is a part of commonly used triple transplantation immunosupressive 
regimen. It inhibits inosine monophosphate dehydrogenase (IMP-dehydrogenase), preventing 
the coversion of IMP to xanthosine monophosphate. 
Aim: Inhibition of IMP dehydrogenase results in accumulation of IMP and its precursors in 
de novo synthesis of guanosine monophosphate. Therefore, mycophenolate mofetil, like 
antirheumatic drug methotrexate, could reduce clearance of ZMP (5-aminoimidazole-4-
carboxamide-1--D-ribofuranosyl 5’-monophosphate), a precursor of IMP in the last two 
steps of the de novo purine synthesis. ZMP is an AMP analogue and an active form of 
AICAR, the most commonly used experimental AMPK activator. Aim of our research was to 
investigate, if mycophenolate mofetil and alanosine, an inhibitor of conversion of IMP to 
adenylosuccinate, could activate AMPK in skeletal muscle. 
Hypotheses: 1) Mycophenolate mofetil promotes AMPK activation in cultured rat and human 
skeletal muscle cells; 2) Mycophenolate mofetil and alanosine synergistically activate AMPK 
in rat skeletal muscle cells; 3) Mycophenolate mofetil modulates the Akt signalling pathway 
in rat skeletal muscle cells. 
Methods: To investigate our hypotheses we used cultured rat skeletal muscle cells (L6) and 
primary human skeletal muscle cells. We evaluated the effect of mycophenolate mofetil and 
other agents on AMPK activation with western blot, by measuring the phosphorylation of 
AMPK (Thr172) and its substrate acetyl-CoA carboxylase (ACC, Ser79). We assessed 
activation of Akt signalling pathway by measuring the phosphorylation of Akt (Ser473), its 
substrate AS160 (Ser588) and glycogen synthase kinase-3α/β (GSK-3α/β, Ser21/9). 
Results: Mycophenolate mofetil (5M) increased AICAR-stimulated phosphorylation of 
AMPK and ACC in rat skeletal muscle cells, but did not activate AMPK when used alone. In 
human skeletal muscle cells, mycophenolate mofetil did not increase AICAR stimulated 
AMPK activation. These results only partially support our first hypothesis. In rat skeletal 
muscle cells mycophenolate mofetil and alanosine increased phosphorylation of ACC, 
indicating that they activate AMPK sinergistically, which supports our second hypothesis. 
Finally, we investigated the effect of mycophenolate mofetil on the Akt signalling pathway. 
Insulin increased Akt phosphorylation in the presence of mycophenolate mofetil. Further, 
mycophenolate mofetil alone increased Akt phosphorylation, which supports our third 
hypothesis. 
Conclusions: We can conclude that: 1) Mycophenolate mofetil alone does not activate 
AMPK, but enhances AICAR-stimulated AMPK activation in rat skeletal muscle cells, 
demonstrating it promotes AMPK activation. In human skeletal muscle cells mycophenolate 
mofetil did not promote AMPK activation. 2) Mycophenolate mofetil and alanosine 
synergistically activate AMPK in rat skeletal muscle cells. 3) Mycophenolate mofetil 
promotes activation of the Akt signalling pathway in rat skeletal muscle cells. 
Key words: mycophenolate mofetil, AMPK, type 2 diabetes, skeletal muscle, organ 
transplantation.  
SEZNAM OKRAJŠAV 
ACC – acetil-CoA karboksilaza  
AICAR – AICA-ribozid; 5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-ribonukleozid  
ADP – adenozin difosfat 
AS160 – ang. Akt substrate of 160 kDa; Akt substrat 160 kDa 
ATP – adenozin trifosfat  
AMPK – z AMP-aktivirana protein kinaza  
ATIC – 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid formiltransferaza/inozin monofosfat 
ciklohidrolaza 
ECL – ang. enhanced chemiluminescence; ojačana kemiluminiscenca 
FBS – ang. fetal bovine serum; fetalni goveji serum  
GMP – gvanozin monofosfat  
GTP – gvanozin trifosfat  
IMP – inozin monofosfat  
IMP-dehidrogenaza – inozin-monofosfat-dehidrogenaza 
IR – inzulinski receptor  
IRS – ang. insulin receptor substrates; substrati inzulinskega receptorja  
MMF – mofetilmikofenolat 
PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza  
SEM – ang. standard error of the mean; standarna napaka povprečja  
TBST – ang. Tris Buffered Saline with Tween; fiziološka raztopina z dodanim Tris pufrom + 
Tween-20  
XMP – ksantozin monofosfat 
ZMP – AICAR-monofosfat ali AICA-ribotid; 5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-β-D-
ribofuranozil 5’-monofosfat 
Nomenklatura AICAR/ZMP: Ponekod v literaturi sta AICAR in ZMP uporabljena kot sinonima. V tej magistrski nalogi 
uporabljamo izraz AICAR za AICAR nukleozid (AICA-ribozid), torej za nefosforilirano obliko, ZMP pa je njegov 




1.1.1 Mehanizem delovanja mofetilmikofenolata 
Mofetilmikofenolat (MMF) je imunozaviralec, ki se skupaj s ciklosporinom in 
kortikosteroidi predpisuje za preprečevanje akutnih zavrnitvenih reakcij presajenih 
organov. Uporablja se pri transplantacijah srca, jeter in ledvic (1, 2).  
MMF je ester mikofenolne kisline (2-morfolinoetilni ester mikofenolne kisline) in 
predzdravilo mikofenolne kisline, ki je aktivni metabolit in nosilec farmakološkega 
delovanja. Mikofenolna kislina zavira de novo sintezo purinskih nukleotidov, saj deluje kot 
močan selektivni zaviralec inozin-monofosfat-dehidrogenaze (IMP-dehidrogenaza), ki 
katalizira pretvorbo inozin monofosfata (IMP) v ksantozin monofosfat (XMP) v sintezi 
gvanozin monofosfata (GMP) (Slika 1 in 25). Za sintezo DNA in celično delitev 
limfocitov je potrebna de novo sinteza gvanozinskih nukleotidov, in tako predstavlja IMP-
dehidrogenaza del imunskega odziva (3). Mikofenolna kislina deluje selektivno in močneje 
citotoksično na limfocite T in B kot pa na druge celice, saj je njihovo razmnoževanje 
odvisno predvsem od de novo sinteze purinov, medtem ko lahko ostale celice izkoriščajo 
tudi druge sintezne poti, kot je na primer reciklažna pot sinteze purinov. Mikofenolna 
kislina s svojim delovanjem izčrpa GTP, s čimer zavira glikozilacijo limfocitnih 
glikoproteinov in zmanjša ekspresijo adhezijskih molekul, potrebnih za pritrditev 
limfocitov na endotelijske celice ter interakcijo med antigen predstavitvenimi celicami in 
limfociti (4, 5). Zavira tudi proliferacijo limfocitov T, nastanek protiteles iz limfocitov B in 
migracijo levkocitov na mesto vnetja, in tako preprečuje, da bi prišlo do zavrnitve 
presajenega organa (1, 2, 6). 
 
Slika 1: Mehanizem delovanja MMF v de novo sintezi purinov. Prirejeno po (50). 
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1.1.2 Farmakokinetika MMF 
Absorpcija in porazdelitev: MMF se po peroralnem zaužitju dobro absorbira in se v celoti 
presnovi v mikofenolno kislino, ki je aktivni metabolit. Srednja vrednost biološke 
uporabnosti po peroralnem zaužitju znaša 94 % glede na intravensko aplikacijo. Po 
biotransformaciji MMF se mikofenolna kislina porazdeli po telesu vezana na plazemski 
albumin v 97 %. Zaradi enterohepatičnega obtoka lahko plazemske koncentracije 
učinkovine 6 do 12 ur po zaužitju zopet narastejo. 
Biotransformacija: Mikofenolna kislina se v večini presnovi z glukuroniltransferazo v 
fenolni glukuronid mikofenolne kisline (mikofenolglukuronid), ki je farmakološko 
neaktiven.  
Izločanje: Nekaj mikofenolne kisline (manj kot 1 % odmerka) se izloči z urinom. Večina 
zaužitega odmerka se izloči z urinom (87 %) v obliki mikofenolglukuronida, del pa tudi z 
blatom (6 %) (1, 2, 6). 
1.1.3 MMF in sinteza purinskih nukleotidov 
Celice pridobijo purinske nukleotide preko dveh mehanizmov, de novo biosinteze purinov 
ali preko reciklažne poti (ang. salvage pathway) iz hipoksantina, adenina ali gvanina. 
Stičišče obeh poti je nastanek purinskega nukleotida IMP, ki nastaja tako v de novo sintezi, 
kot tudi preko reciklažne poti. V de novo biosintezi nastane iz 5-fosforibozil-1-pirofosfata 
(PRPP) v 10-stopenjskem encimskem procesu, v katerem je udeleženih šest encimov 
(Slika 2).  Pri reciklažni poti se poleg PRPP za njegov nastanek porablja hipoksantin (7).  
Mesto delovanja mikofenolne kisline je de novo biosinteza purinskih nukleotidov, kjer 
zavira encim IMP-dehidrogenazo, in s tem pretvorbo IMP v XMP pri nastanku purinskega 
nukleotida GMP (Slika 1). Z zaviranjem omenjenega encima se kopiči znotrajcelični IMP. 
Od tod lahko sklepamo, da mikofenolna kislina z zavrtjem IMP-dehidrogenaze povzroči 
»metabolični blok«, ki vodi v povišanje znotrajcelične koncentracije IMP in njegovih 
prekurzorjev, kot je ZMP (5-aminoimidazol-4-karboksamid-1--D-ribofuranozil 5'-
monofosfat ali AICAR-monofosfat), ki nastane v zadnjih dveh korakih de novo sinteze 
purinov (ZMP je na sliki 2 predstavljen kot AICAR, ki se po vstopu v celico pretvori v 
aktivno obliko AICAR-monofosfat ali ZMP) (8). Preko tega mehanizma MMF deluje kot 
imunozaviralec, in se posredno vključuje v signalne poti celične energijske presnove. Ob 
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tem je potrebno pojasniti neskladja v nomenklaturi ZMP in AICAR. V biokemijskih 
učbenikih se izraz AICAR pogosto nanaša na nukleotid (monofosfat) in je torej v tem 
primeru sinonim za ZMP. V nadaljevanju magistrske naloge pa bomo sledili nomenklaturi, 
ki se je uveljavila na področju (pato)fizioloških in farmakoloških raziskav sladkorne 
bolezni in biokemije z AMP-aktivirane protein kinaze, kjer se izraz AICAR uporablja za 
AICAR nukleozid (AICA-ribozid) in torej za nefosforilirano obliko. V tem primeru je 
ZMP njegov monofosfat (AICAR-monofosfat ali AICA-ribotid) (Slika 3). To 




Slika 2: De novo biosinteza purinskih nukleotidov. Končni produkt de novo biosinteze je IMP, prekurzor za nastanek 
purinskih nukleotidov GMP in AMP, ki nastaneta po ločenih poteh. Gre 10-stopenjski proces, v katerem nastopa šest 
encimov.  Trifunkcijski encim TGART, ki je sestavljen iz encimov GARS, GART in AIRS, katalizira korake 2, 3 in 5. 
Bifunkcijski encim PAICS, sestavljen iz AIRC in SAICARS, katalizira koraka 6 in 7, ter ATIC, sestavljen iz AICAR 
transformilaze in IMP ciklohidrolaze, katalizira pretvorbi na 9. in 10. mestu de novo sinteze. (Kratice: PRAT: 
fosforibozilpirofosfat amidotransferaza, GARS: glicinamid ribonukleotid sintetaza, GART: GAR formiltransferaza, 
FGARAT: formilglicinamidin ribonukleotid amidotransferaza, AIRS: aminoimidazol ribonukleotid sintetaza, AIRC: 
aminoimidazol ribonukleotid karboksilaza, SAICARS: sukcinoaminoimidazolkarboksamid ribonukleotid sintetaza, ASL: 
adenilosukcinat liaza, AICART: AICAR transformilaza in IMPCH: IMP ciklohidrolaza). Prirejeno po (9). 
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Slika 3: Prikaz struktur (A) baz AICA in adenina, (B) nukleozidov AICAR in adenozina in (C) nukleotidov ZMP 
in AMP. 
1.1.4 Po transplantaciji pridobljena sladkorna bolezen in imunozaviralci 
Transplantacija srca, jeter in ledvic je postala uspešen način zdravljenja njihove odpovedi. 
Podatki preteklih 5 let kažejo, da znaša preživetje presajenih organov 80 % za 
transplantirana ledvica, 70 % za transplantirana jetra in 78 % za transplantirano srce (10). 
Poleg odpovedi presajenega organa bolnike dolgoročno ogroža večje tveganje za srčno-
žilne in presnovne zaplete, kot so hipertenzija, hiperlipidemija in sladkorna bolezen. Del 
tveganja za razvoj omenjenih bolezni po transplantaciji predstavljajo bolnikova pretekla 
obolenja, precejšnji delež k temu pa prispevajo imunosupresivna zdravila, ki jih bolniki 
prejemajo ob transplantaciji. Sladkorna bolezen, diagnosticirana po transplantaciji, se 
pojavlja pri 10-40% bolnikih, ki prejmejo nov organ, tvegnje za razvoj pa je odvisno od 
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vrste presajenega organa, pacientove genetske predispozicije ter starosti ob presaditvi, 
prisotnosti centralne debelosti in vnetja (10). 
Najpogosteje se pri presaditvah čvrstih organov uporablja trojni režim imunosupresivov, to 
je terapija s prednizolonom, kalcinevrinskimi zaviralci in MMF. Prednizolon in 
kalcinevrinski zaviralci povzročijo motnjo v presnovi glukoze, medtem ko MMF nanjo 
nima negativnega vpliva. Visokim odmerkom glukokortikoidov, kot je metilprednizolon, 
so pacienti izpostavljeni že pri operaciji intravensko, kasneje po transplantaciji pa 
prejemajo prednizolon tudi oralno, odmerek pa se postopoma znižuje. S študijo v 
eksperimentalnih modelih transgenih miši s povečano občutljivostjo na glukokortikoide so 
pokazali, da je sproščanje inzulina iz β celic zmanjšano. Poleg tega je znano, da 
glukokortikoidi inducirajo periferno inzulinsko rezistenco in rezistenco na inzulin v jetrih 
preko povečane transkripcije encimov za glukoneogenezo. Druga raziskava je pokazala, da 
se občutljivost na inzulin izboljša pri zmanjšanju odmerka prednizolona iz 10 mg na 5 mg. 
Pri uporabi kalcinevrinskih zaviralcev (npr. ciklosporina A, takrolimusa) se je pri 
raziskavah s celičnimi linijami celic β izkazalo, da dolgotrajna izpostavljenost 
terapevtskim koncentracijam ciklosporina A in takrolimusa zavira sproščanje inzulina. Kot 
alternativa se pri transplantacijski terapiji namesto MMF ali kalcinevrinskih zaviralcev 
uporabljajo še drugi imunozaviralci, kot so zaviralci mTOR (npr. sirolumus, everolimus), 
ki so prav tako povezani z motnjami presnove glukoze. Za razliko od vseh zgoraj naštetih 
imunozaviralcev pa MMF ne poveča tveganja za nastanek sladkorne bolezni, pridobljene 
po presaditvi, ker ne povzroča motenj v presnovi glukoze (10). 
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1.2 Z AMP-aktivirana protein kinaza in njen farmakološki pomen 
1.2.1 Struktura z AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK) 
Z AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK) je heterotrimerni kompleks, ki ga sestavljajo 
katalitična α podenota s serin/treonin protein kinazno domeno ter regulatorni β in γ 
podenoti. Vsaka izmed podenot je kodirana z več geni, torej obstajajo različne izooblike 
podenot, in sicer 2 izoobliki α podenote (α1, α2), 2 izoobliki β podenote (β1, β2) in 3 
izooblike γ podenote (γ1, γ2, γ3) (11-15). Zaradi alternativnega izrezovanja mRNA bi 
lahko obstajalo še več možnih variacij heterotrimernega kompleksa, poročata Hardie in 
Sakamoto (11). V različnih tkivih se nahajajo različne izooblike podenot, tako je 
kompleks, ki se nahaja v večini celičnih tipov kombinacija α1β1γ1 (11, 16).  
1.2.2 Uravnavanje aktivacije AMPK 
AMPK je del kinazne kaskade, ki se odziva na celično energijsko stanje in se aktivira s 
porastom znotrajceličnega AMP, ob hkratnem znižanju ATP. Tako se AMPK aktivira, 
kadar nastopi v celici povečano razmerje koncentracij AMP/ATP in ADP/ATP (11, 17-19).  
Glavna mehanizma aktivacije AMPK sta i) alosterična aktivacija in ii) kovalentna 
aktivacija s fosforilacijo. Za kovalentno aktivacijo AMPK je potrebna fosforilacija 
treoninskega ostanka Thr172 znotraj aktivacijske zanke v kinazni domeni na katalitični 
poenoti α. Fosforilacijo nadzirata tumor supresorska kinaza LKB1 (jetrna kinaza B1) in 
kalcij/kalmodulin-odvisna protein kinaza (CaMKKβ) (10). Pri obeh mehanizmih aktivacije 
AMPK je udeležen AMP. Prvi mehanizem je neodvisna alosterična vezava AMP na γ 
podenoto, ki povzroči nekajkratno (manj kot desetkratno) aktivacijo AMPK (13, 17). 
Hkrati AMP z vezavo na γ regulatorno podenoto povzroči konformacijsko spremembo  v α 
katalitični podenoti in posledično lahko LKB1 kinaza fosforilira treoninski ostanek 
Thr172, kar vodi do stokratne aktivacije AMPK. Oba načina aktivacije AMPK, alosterična 
vezava AMP in kovalentna aktivacija Thr172 s fosforilacijo, skupaj več kot tisočkrat 
povečata aktivnost AMPK. Povišana znotrajcelična koncentracija in vezava AMP na 
AMPK tudi preprečuje defosforilacijo treoninskega ostanka z zaviranjem delovanja 
fosfataze PP2Cα, kar ob konstitutivni aktivnosti LKB1 vodi do povišane neto fosforilacije 
in spodbujene aktivacije encima (Slika 4) (13-15, 17-21). Alosterično aktivacijo AMPK 
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lahko sproži vezava AMP, medtem ko lahko spodbujeno fosforilacijo ostanka Thr172 in 
zaviranje defosforilacije Thr172 s fosfatazo povzroči tudi ADP (19). 
AMPK se lahko aktivira tudi neodvisno od AMP. Ob kontrakciji skeletne mišice se npr. 
zaradi vdora Ca
2+
 v celico aktivira kinaza CaMKKβ, ki katalizira fosforilacijo Thr172 in 
tako aktivira AMPK (Slika 4) (22).  
 
Slika 4: Struktura in uravnavanje aktivacije AMPK. Kadar v celici nastopi dvig razmerja AMP/ATP, se lahko AMP 
veže na podenoto γ in aktivira AMPK na 3 načine: (1) z vezavo na encim spodbudi fosforilacijo Thr172 s kinazo LKB1, 
(2) zavira defosforilacijo Thr172 s fosfatazo PP2Cα in (3) alosterično aktivira AMPK (39). (Z zeleno barvo so označeni 
procesi, ki spodbujajo aktivacijo AMPK, z rdečo pa procesi, ki aktivacijo AMPK zavirajo.) Prirejeno po (18). 
1.2.3 Fiziološki pomen AMPK 
AMPK ima ključno vlogo pri uravnavanju energijskega ravnovesja v celici. Deluje kot 
energijski senzor pri zaznavanju koncentracij AMP/ATP in ADP/ATP in lahko zazna že 
majhne spremembe v koncentraciji AMP, npr. tudi ko je koncentracija ATP do trikrat višja 
od koncentracije AMP (19). To lahko razložimo s kemijskim ravnovesjem: ATP  ADP + 
Pi in reakcijo z adenilat kinazo: 2 ADP  ATP + AMP. Od tod dobimo, da je 
(ATP)(AMP)/(ADP)
2 
= konstanta. Ko to enačbo delimo z (ATP)
2
, vidimo, da je 
(AMP)/(ATP) = ((ADP)/(ATP))
2
. To pomeni, da se razmerje AMP/ATP spreminja s 
kvadratom razmerja ADP/ATP. Kadar pride do znižanja znotrajcelične koncentracije ATP 
oziroma ob povišanju razmerij koncentracij AMP/ATP in ADP/ATP (npr. ob znižani 
koncentraciji glukoze v celici, hipoksiji, ishemiji, toplotnem šoku, mišični kontrakciji), 
sledi aktivacija AMPK. Posledično se sprožijo katabolni procesi, v katerih nastaja ATP in 
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razmerje AMP/ATP se obnovi, obenem pa se zavrejo anabolni procesi, pri katerih se ATP 
porablja (11, 13-15, 18) (Slika 5). Na ta način AMPK vzdržuje energijsko homeostazo tako 
na ravni posameznih celic kot tudi celega organizma. 
 
Slika 5: Povzetek uravnavanja celične presnove z AMPK. Povišano razmerje AMP/ATP vodi v aktivacijo 
(fosforilacijo) AMPK, preko katere se sprožijo katabolni presnovni procesi, ki generirajo ATP in hkrati zavrejo anabolni 
presnovni procesi, ki ATP porabljajo. Prirejeno po (23). 
1.2.4 AMPK je potencialna farmakološka tarča za zdravljenje različnih 
bolezni 
AMPK regulira številne presnovne poti, zato je tarča proučevanja zdravljenja različnih 
bolezni. Kot glavni regulator presnove maščob, glukoze in mitohondrijske biogeneze ima 
pomembno vlogo pri uravnavanju celičnega energijskega ravnovesja, in je pomembno 
mesto proučevanja zdravljenja sladkorne bolezni tipa 2 in debelosti. In vivo ter in vitro 
raziskave so pokazale, da je vključena v tumorigenezo, saj je tumor supresorska kinaza 
LKB1 povezana z biologijo nastanka raka. Udeležena je tudi v uravnavanje celične rasti in 
proliferacije. Pomemben aspekt njenega proučevanja je vloga AMPK pri avtofagiji, 
kataboličnem procesu razgradnje celici lastnih sestavin s pomočjo lizosomov, ki vzdržuje 
celično ravnovesje, in nastopi ob celičnem stradanju z namenom recikliranja aminokislin 
za sintezo proteinov ali porabe celičnih substratov kot energijskih virov. V tem pogledu je 
torej vključena tudi v proces stradanja (11, 22, 23).  
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Slika 6: Vpliv AMPK na uravnavanje presnovnih poti. Aktivirana AMPK, osrednji senzor celične energije, pozitivno 
regulira signalne poti, ki tvorijo/obnavljajo znotrajcelične zaloge ATP (npr. oksidacija maščobnih kislin in avtofagija) ter 
negativno regulira signalne poti, ki porabljajo znotrajcelične zaloge ATP (glukoneogeneza, sinteza proteinov in sinteza 
maščob). Molekularni mehanizmi vključujejo fosforilacijo encimov, transkripcijskih faktorjev, kofaktorjev in 
korepresorjev (11). Prirejeno po (11). 
Skeletnomišično tkivo pri zdravi osebi predstavlja 40-45% celotne telesne mase in je 
najbolj zastopano tkivo v človeškem telesu (24). Njegova glavna funkcija v človeškem 
telesu je vzdrževanje pokončne drže in možnost gibanja, hkrati pa predstavlja najbolj 
metabolično aktivno tkivo v telesu, zato ima pomembno vlogo pri uravnavanju celotnega 
metabolizma (17, 24). Pri mišični kontrakciji se porablja energija (ATP), kar poveča 
razmerje AMP/ATP in ADP/ATP in vodi do aktivacije AMPK, ki kot glavni senzor 
znotrajcelične energije zagotavlja celici energijsko ravnovesje z uravnavanjem anabolnih 
in katabolnih procesov. Zaradi tega predstavlja skeletnomišično tkivo pomembno tarčo za 
proučevanje vplivov na AMPK (17).  
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1.2.4.1 UČINKI AMPK NA METABOLIZEM V SKELETNI MIŠICI 
Akutna farmakološka aktivacija z AMPK v skeletni mišici stimulira transport glukoze in 
oksidacijo maščobnih kislin ter zavre sintezo glikogena in proteinov (17). 
a) Vpliv AMPK na presnovo maščobnih kislin v skeletni mišici 
AMPK spodbuja oksidacijo maščobnih kislin v skeletni mišici preko malonil-CoA. 
Mehanizem, preko katerega AMPK nadzira oksidacijo maščobnih kislin, je fosforilacija 
mišične izooblike acetil-CoA karboksilaze (ACCβ). ACC katalizira pretvorbo acetil-CoA v 
malonil-CoA. Aktivacija AMPK povzroči fosforilacijo ACC, kar zavre delovanje ACC in 
zmanjša nastanek malonil-CoA. Nekatere študije nakazujejo, da AMPK znižuje 
znotrajcelično koncentracijo malonil-CoA tudi tako, da fosforilira in aktivira delovanje 
malonil-CoA-dekarboksilaze (MCD), ki je odgovorna za dekarboksilacijo malonil-CoA v 
acetil-CoA (25, 26). Malonil-CoA je močan zaviralec karnitin palmitoil transferaze-I 
(CPT-I), ki privzame maščobne kisline v mitohondrij. Z zmanjšano koncentracijo malonil-
CoA, je zmanjšano tudi zaviranje CPT-I, kar olajša vstop maščobnih kislin v 
mitohondrijski matriks, kjer poteka β oksidacija maščobnih kislin (17, 27, 28). 
 
Slika 7: Mehanizem, preko katerega aktivacija AMPK sproži oksidacijo maščobnih kislin v mitohondrijskem 
matriksu. Tvorba malonil-CoA je zmanjšana preko zaviranja delovanja ACC (in morda tudi preko aktivacije MCD). 
Malonil-CoA zavira CPT-I, vendar je ob zmanjšani produkciji malonil-CoA tovrstno zaviranje zmanjšano, kar vodi v 
povečan privzem maščobnih kislin v mitohondrij in beta oksidacijo maščobnih kislin (21). Kratice: ACC: acetil-CoA 
karboksilaza, MCD: malonil-CoA-dekarboksilaza, CPT-I: ang. carnitine palmitoyltransferase I/karnitin palmitoil 
transferaza-I. Prirejeno po (28). 
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b) Vpliv AMPK na uravnavanje privzema glukoze v skeletni mišici 
Aktivirana AMPK spodbudi od inzulina neodvisen privzem glukoze v skeletno mišico.  
Winder in Hardie sta leta 1999 raziskovala vpliv AMPK na privzem glukoze v skeletnih 
mišicah.  Pri njunih poskusih so skeletnomišične celice privzele dvakrat več označene 2-
deoksiglukoze ob aktivaciji AMPK s farmakološkim aktivatorjem AICAR. Prav tako so 
nadaljnje študije (29) na zadnjem udu podgane pokazale povečano translokacijo GLUT-4 
ob 45-minutni izpostavitvi mišice aktivatorju AMPK, kar nakazuje na povečan privzem 
glukoze v skeletni mišici, ki je neodvisen od delovanja inzulina (27). 
Natančen mehanizem vpliva aktivacije AMPK na translokacijo transmembranskega 
glukoznega prenašalca GLUT-4 in posledično od inzulina neodvisnega privzema glukoze 
ni popolnoma pojasnjen.  Študije nakazujejo, da ima v človeški skeletni mišici pri tem 
vpliv Rab vezavni protein AS160. Pomemben vpliv na translokacijo GLUT-4 ima tudi 
kronična aktivacija AMPK, ki spodbuja transkripcijo gena za prenašalec GLUT-4 (28, 30, 
31). Drug mehanizem povečanega privzema glukoze v skeletno mišico ob aktivaciji 
AMPK je povečana aktivnost GLUT-1 prenašalca v mišični celici, ki prav tako spodbuja 
transport glukoze (30, 32).  
1.2.5 Sladkorna bolezen tipa 2 in AMPK 
1.2.5.1 SLADKORNA BOLEZEN TIPA 2 IN INZULINSKA REZISTENCA 
V zadnjem desetletju se je pojavnost sladkorne bolezni tipa 2 (diabetes mellitus) in z njo 
povezane debelosti izjemno povečala. To lahko pripišemo zmanjšani telesni aktivnost, 
sedečemu načinu življenja in uživanju visokokalorične hrane (24).  
Pomembno vlogo pri njenem razvoju imata inzulinska rezistenca in okvarjeno izločanje 
inzulina iz β celic Langerhansovih otočkov v trebušni slinavki. V začetni fazi bolezni se 
pojavi zmanjšana odzivnost tkiv na inzulin, zaradi česar se kompenzatorno poveča 
izločanje inzulina iz β celic. V nadaljnjem razvoju bolezni celice niso več zmožne slediti 
večjim potrebam po inzulinu in odzivnost tkiv na inzulin se še dodatno zmanjša. Za to fazo 
je značilna hiperglikemija, znižana koncentracija inzulina v krvi in zmanjšana odzivnost 
tkiv na inzulin. V končni fazi lahko to vodi do popuščanja v delovanju β celic, ki ne 
morejo zadostiti potrebam po inzulinu, njegovo izločanje se zmanjša, sočasno pa je 
zmanjšana tudi odzivnost tarčnih tkiv na inzulin (33). Za razvito sladkorno bolezen tipa 2 
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je značilna inzulinska rezistenca, kar pomeni, da so tkiva, na katera deluje inzulin (skeletne 
mišice, jetra in maščobno tkivo), manj odzivna na njegove učinke oziroma, da je krivulja 
odvisnosti med inzulinom in njegovim biološkim učinkom pomaknjena k večjim 
odmerkom, prav tako pa je nastop delovanja inzulina zakasnjen (24, 33, 34). V skeletnih 
mišicah inzulin spodbudi privzem glukoze iz krvnega obtoka v skeletnomišične celice, kjer 
se porabi kot vir energije za mišično kontrakcijo. Po obroku se večina zaužite glukoze 
porabi za metabolizem v jetrih ( 40 %), ostalo pa uporabijo periferna tkiva, med katerimi 
skeletne mišice privzamejo večino z inzulinom spodbujene glukoze (25-40 % zaužite 
glukoze). Za inzulinsko rezistenco je značilno, da je privzem glukoze v odvisnosti od 
inzulina v skeletnih mišicah izrazito zmanjšan (34, 35). Poleg zmanjšane odzivnosti tkiv na 
inzulin imajo pomembno vlogo pri razvoju sladkorne bolezni tipa 2 še dedni dejavniki, 
abdominalna debelost in telesna neaktivnost (33). 
 
1.2.5.2 INZULINSKA SIGNALNA POT V SKELETNI MIŠICI 
Za razumevanje uravnavanja privzema glukoze in izboljšanja občutljivosti 
skeletnomišičnega tkiva na inzulin med mišično kontrakcijo ali farmakološko aktivacijo 
AMPK v skeletni mišici je v prvi vrsti pomembno razumevanje vpliva inzulina na privzem 
glukoze v normalnih razmerah.  
Inzulin spodbuja privzem glukoze preko kaskade signalnih poti, tekom katerih pride do 
številnih fosforilacij, ki v končni fazi vodijo do translokacije prenašalca GLUT-4 iz 
notranjosti celice na celično membrano, in tako je omogočen privzem glukoze v 
znotrajcelični prostor.  
Inzulin se veže na inzulinski receptor (IR) zunaj celice, kar povzroči avtofosforilacijo 
tirozin kinaznih domen na IR. IR je transmembranski glikoprotein in spada v družino 
tirozin-kinaznih receptorjev. Sestavljen je iz dveh zunajceličnih  podenot, kamor se veže 
inzulin, in dveh transmembranskih  podenot, ki vsebujeta znotrajcelično tirozin-kinazno 
domeno. Vezava inzulina na IR povzroči konformacijsko spremembo  podenot in 
posledično aktivacijo tirozin-kinazne domene na  podenotah. Po vezavi inzulina se IR 
avtofosforilira na šestih ostankih, med njimi je najpomembnejši Tyr960, ki se nahaja v 
jukstamembranski regiji receptorja, in ima pomembno vlogo pri uravnavanju glukozne 
homeostaze. Ta del prepoznajo inzulin-receptorski substrati (IRS) (1-6 izooblik), Gab-1 in 
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Shc. Ti proteini so kritični mediatorji dogodkov inzulinske signalne poti v skeletnih 
mišicah. Najpomembnejša substrata sta IRS-1 in IRS-2, ki uravnavata homeostazo glukoze 
in lipidov (30). Fosforilacija/aktivacija IRS proteinov sproži aktivacijo fosfatidilinozitol-3 
kinaze (PI3K) ter pozneje interakcijo s katalitično (p110) in regulatorno (p85) podenoto 
preko interakcije z SH2 domenami, kar omogoči fosforilacijo fosfatidilinozitol-4,5-
bifosfata (PIP2) in tvorbo fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3) na plazemski membrani. 
PIP3 sproži aktivacijo od 3-fosfoinozitid odvisne protein kinaze (PDK-1 in PDK-2), ki 
uravnava fosforilacijo/aktivacijo Akt/protein kinaze B (PKB). Akt je v celoti aktivirana, ko 
pride do fosforilacije ostankov Thr308 in Ser473. PDK-1 pripne fosfatno skupino na 
Thr308 v aktivacijski zanki, Ser473 pa je fosforiliran z PDK-2 ali preko mTORC2 (ang. 
mammalian target of rapamycin complex 2) (31, 36). Aktivacija Akt vodi v fosforilacijo 
Akt substrata 160 (AS160), ki olajša translokacijo glukoznega prenašalca GLUT-4 iz 
znotrajceličnega prostora na sarkolemo, in tako je omogočen vstop glukoze v 
skeletnomišično celico (24, 30, 35, 37, 38). 
 
Slika 8: Inzulinska signalna pot. Ko je z inzulinom omogočen vstop glukoze v skeletnomišično celico, lahko le-ta 
vstopi v proces glikolize, pri kateri nastane ATP ali pa je usmerjena v sintezo glikogena. Pri sintezi glikogena pride do 
fosforilacije/zaviranja glikogen sintaze kinaze-3α/β (GSK-3α/β) preko Akt, ki aktivira glikogen sintazo (GS). Prirejeno 
po (39). 
Poleg zgoraj opisane inzulinske signalne poti, preko katere vpliva na presnovo, je inzulin 
vključen tudi v MAPK signalno pot oziroma Ras/Raf/MEK/ERK signalno pot, ki je 
odgovorna za izražanje genov (Slika 8). 
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1.2.5.3 AMPK  V SKELETNOMIŠIČNEM TKIVU KOT FARMAKOLOŠKA 
TARČA ZDRAVLJENJA SLADKORNE BOLEZNI TIPA 2 
V zadnjem desetletju je število obolelih s sladkorno boleznijo tipa 2 in debelostjo strmo 
narastlo, npr. v Sloveniji je od leta 2010 do 2014 število obolelih narastlo za 12,5 % (40). 
Glavni dejavnik pri nastanku sladkorne bolezni tipa 2 in z njim povezane debelosti je 
zmanjšana občutljivost tkiv na inzulin. Skeletne mišice so najbolj zastopan organ v telesu 
glede na telesno maso in pri infuziji privzamejo do 80 % glukoze v odvisnosti od inzulina, 
od koder lahko sklepamo, da je zmanjšana občutljivost skeletnomišičnih celic na inzulin 
pomembna v smislu zmanjšane občutljivosti celotnega organizma na inzulin (17, 24). 
Skeletnomišično tkivo je hkrati presnovno aktivno mesto, kjer lahko z uravnavanjem 
aktivacije AMPK vplivamo na oksidacijo maščobnih kislin in od inzulina neodvisen 
privzem glukoze, zato predstavlja obetavno mesto za odkrivanje in preučevanje 
farmakoloških AMPK aktivatorjev za zdravljenje sladkorne bolezni tipa 2 v prihodnosti 
(23, 27). 
1.3 Ali lahko MMF spodbudi aktivacijo AMPK v skeletni mišici? 
1.3.1 AICAR in aktivacija AMPK 
AICAR je v eksperimentalnih modelih najpogosteje uporabljeni aktivator AMPK. Spada 
med direktne aktivatorje AMPK, kar pomeni, da se veže na encim in ga aktivira brez 
vpliva na znotrajcelične koncentracije AMP, ADP ali ATP. Ko celicam dodamo 
adenozinski analog AICAR, ga adenozin kinaza po vstopu v celico fosforilira v njegovo 
aktivno obliko AICAR-monofosfat ali ZMP. ZMP je lahko endogenega ali eksogenega 
izvora. Endogeno nastopa kot intermediat v zadnjih dveh korakih de novo sinteze purinov, 
ki vodi do sinteze IMP (Slika 2), eksogeni ZMP pa nastane v celici kot aktiven metabolit 
AMPK farmakološkega aktivatorja AICAR. Po pretvorbi AICAR v aktivno obliko ZMP, 
se ta presnovi do IMP v de novo purinski sintezni poti, hkrati pa je tudi mimetik molekule 
AMP in se veže na γ podenoto AMPK ter jo s tem aktivira (Slika 9). Na ta način AICAR 
aktivira AMPK, posledično fosforilira ACC in zmanjša koncentracijo malonil-CoA, kar 
spodbudi oksidacijo maščobnih kislin ter privzem glukoze v skeletno mišico (41) 
(mehanizem opisan v poglavju 1.2.4.1). Glede na te učinke bi lahko že sam AICAR 
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ugodno vplival na presnovne zaplete pri sladkorni bolezni tipa 2, vendar je njegova 
uporaba omejena zaradi nizke biološke uporabnosti (17, 12).  
1.3.2 Zaviranje de novo sinteze purinov in aktivacija AMPK 
Kot že omenjeno, je mesto delovanja imunozaviralca MMF de novo sinteza purinskih 
nukleotidov. Zavira IMP-dehidrogenazo, kar vodi do kopičenja znotrajceličnega IMP in 
njegovega prekurzorja ZMP v de novo sintezi purinov. Purinski prekurzor ZMP je naravni 
intermediat v de novo sintezi purinov in analog molekule AMP, ki z vezavo na AMP 
vezavno mesto na γ podenoti aktivira AMPK (8, 42). Na ta način bi lahko MMF spodbudil 
aktivacijo AMPK v skeletni mišici. Posledica aktivacije AMPK je povečan privzem 
glukoze, oksidacija maščobnih kislin ter mitohondrijska biogeneza, s čimer bi MMF 
ugodno vplival na presnovne motnje kot sta hiperglikemija in inzulinska rezistenca pri 
sladkorni bolezni tipa 2 (8, 42). To bi pomenilo, da je uporaba MMF morda obetaven 
pristop za preprečevanje ali zdravljenje sladkorne bolezni, pridobljene po presaditvi 
organa. 
 
Slika 9: Pot sinteze purinov, preko katere MMF vpliva na delovanje AMPK. MMF zavre IMP-dehidrogenazo, ki 
katalizira nastanek GMP iz IMP. Posledično se znotraj celice kopičita IMP in ZMP, kar posredno aktivira AMPK. 
Prirejeno po (43).  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Aktivacija AMPK v skeletnomišičnem tkivu predstavlja novo strategijo za razvoj novih 
oblik zdravljenja sladkorne bolezni tipa 2. Izmed perifernih tkiv so skeletne mišice glavni 
porabnik glukoze v odvisnosti od učinkov inzulina. Za to presnovno bolezen je značilna 
inzulinska rezistenca (44, 45). Aktivacija AMPK v skeletni mišici poveča od inzulina 
neodvisen privzem glukoze v tkivo, spodbudi oksidacijo maščobnih kislin in 
mitohondrijsko biogenezo, kar pripomore k izboljšanju metaboličnih zapletov kot sta 
hiperglikemija in inzulinska rezistenca, značilni za sladkorno bolezen tipa 2 (8). 
Pri tej magistrski nalogi smo izhajali iz poskusov, ki so pokazali, da antirevmatik 
metotreksat s svojim delovanjem na encim ATIC v zadnjih dveh korakih sinteze purinov 
de novo poveča znotrajcelično akumulacijo ZMP, purinskega prekurzorja in mimetika 
AMP, s čimer spodbuja aktivacijo AMPK v skeletni mišici (8). V purinsko sintezo de novo 
se vključuje tudi imunozaviralec MMF preko zaviranja encima IMP-dehidrogenaze. S 
svojim delovanjem bi MMF lahko spodbudil kopičenje IMP in ZMP v skeletnomišičnih 
celicah in s tem posredno spodbudil aktivacijo AMPK (Slika 9). V magistrski nalogi bomo 
poskušali ugotovili, ali MMF aktivira AMPK v skeletni mišici. Poskuse bomo izvedli na 
liniji podganjih skeletnomišičnih celic in primarni kulturi človeških skeletnomišičnih celic. 
Učinke MMF bomo primerjali z alanozinom, ki z zaviranjem pretvorbe IMP v 
adenilosukcinat zmanjšuje sintezo AMP. 
 
Preučevali bomo hipoteze: 
1. MMF spodbudi aktivacijo AMPK v podganjih in človeških skeletnomišičnih 
celicah. 
 
2. MMF in alanozin sinergistično aktivirata AMPK v podganjih skeletnomišičnih 
celicah. 
 







Antirevmatik metotreksat posredno spodbuja aktivacijo AMPK preko zaviranja encima 
ATIC v de novo purinski sintezi nukleotidov. Zaradi tega pride do zmanjšanega očistka 
oziroma akumulacije ZMP znotraj celic, ki se veže na AMPK ter jo aktivira (8). Od tod 
smo predpostavili mehanizem, preko katerega bi MMF lahko vplival na delovanje AMPK. 
Z zaviranjem IMP-dehidrogenaze se kopiči njen substrat IMP, prav tako pa tudi 
intermediati višje v poti de novo sinteze purinov, med njimi tudi ZMP. ZMP posnema 
delovanje AMP in se veže v aktivno mesto AMPK ter jo aktivira. 
Hipoteza 2)  
Mesto delovanja MMF in alanozina je de novo sinteza purinskih nukleotidov. Alanozin 
zavira adenilosukcinat sintetazo, ki katalizira pretvorbo IMP v ATP v zadnjem koraku 
(Slika 24). Predpostavili smo, da alanozin povzroči kopičenje IMP in ZMP ter tako deluje 
sinergistično z MMF. 
Hipoteza 3) 
Protein kinaza Akt ima pomembno vlogo pri z inzulinom spodbujeni translokaciji 
glukoznega prenašalca GLUT-4 in privzemu glukoze v skeletnomišično celico. Po vezavi 
inzulina na IR v inzulinski signalni poti sledi aktivacija IRS-1/PI3K/PDK/Akt kaskade, kar 
privede do premika GLUT-4 na plazemsko membrano, s čimer je omogočen vstop glukoze 
v celico (46). Pri sladkorni bolezni tipa 2 je vstop glukoze v notranjost celice otežen zaradi 
inzulinske rezistence, zato bomo raziskali, ali bi MMF lahko vplival na z inzulinom 






3 MATERIALI IN METODE 
Poskuse smo izvedli v Laboratoriju za molekularno nevrobiologijo na Inštitutu za 
patološko fiziologijo na Medicinski fakulteti, na Univerzi v Ljubljani. Pri poskusih s 
primarnimi kulturami človeških skeletnomišičnih celic smo upoštevali vse varnostne 
ukrepe, ki preprečujejo okužbo in njihovo širjenje ter vso potrebno varnostno opremo. Za 
delo z njimi je bilo pridobljeno etično dovoljenje za pripravo in delo s človeškimi celicami 
Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (št. 71/05/12 in 0120-698-2017-4). 
3.1 Uporabljena oprema, materiali in kemikalije 
Preglednica I: Pregled uporabljene opreme in materialov. 
OPREMA PROIZVAJALEC UPORABA 
Inkubator za celične linije Heracell
TM
 
Thermo Fischer Scientific 
(Waltham, Massachusetts, 
ZDA) 
Gojenje celičnih linij 
(kultura podganjih 
podganjih 
skeletnomišičnih celic L6) 




(Eppendorf AG, Germany) 
Gojenje celičnih linij 
(kultura podganjih 
podganjih 
skeletnomišičnih celic L6 




Iskra Pio, Šentjernej, 
Slovenija 
Izvajanje poskusov na 
celičnih linijah 
Podganja linija skeletnomišičnih 
celic L6 
Pridobljena iz zbirke ATCC 
(Manassas, Virginija, ZDA) 
Izvedba poskusov 
Linija človeških skeletnomišičnih 
celic 
/ Izvedba poskusov 







Plošče z 12 luknjicami 
TPP
®




Invertni mikroskop Axiovert 25, 
HB050/AC 
Zeiss (Jena, Nemčija). 
Pregled celic med 
gojenjem 
Vsi mediji, dodatki za medije in 






Gojenje mioblastov L6 in 
skeletnomišičnih cevčic 





Tretiranje mioblastov L6 
in skeletnomišičnih cevčic 
Strgala (ang. »scrappers«) 
Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Nemčija 




Priprava celičnih lizatov in 
homogeniziranje vzorcev 





Denaturacija pri pripravi 
vzorcev 
Stresalnik 
Domel, Škofja Loka, 
Slovenija 
Stresanje membran med 
spiranjem, blokiranjem, 
inkubacijo v primarnih in 
sekundarnih protitelesih 




Sistem za elektroforezo BioRad 
Criterion Cell 




Sistem za prenos western BioRad 
Criterion Blotter 
BioRad Laboratories Inc., 
Hercules, ZDA 













Prenos na membrano 
Rentgenski film Agfa, Zagreb, Hrvaška Detekcija 
Reagenti in naprava za razvoj 




Greenville, Južna Karolina, 
ZDA 
Razvijanje filmov 






Zajem slike in 
denzitometrična analiza 
filmov prenosa western 
Tehtnica AB54-S Mettler-Toledo, Švica 
Tehtanje učinkovin za 
pripravo založnih raztopin 
Tehtnica Mettler P1210N 
Kemomed d.o.o., Kranj, 
Slovenija 
Tehtanje posnetega mleka 
v prahu 
Vodna kopel 
VWR Scientific, Trevor, 
Wisconsin, ZDA 







Preglednica II: Pregled uporabljenih kemikalij. 
XT MES pufer 
BioRad Laboratories Inc., 
ZDA 
Pufer za ločevanje 
proteinov pri gelski 
elektroforezi 





Pufer za prenos proteinov 






Spiranje membran in 
priprava kasete za prenos 






Inkubacija s sekundarnimi 
protitelesi 
Velikostni standard (RPN800E) 
GE Healthcare, Uppsala, 
Švedska 
Označitev velikosti 















Inkubacija s primarnimi 
protitelesi 














vezavnih mest, priprava 
raztopin s sekundarnimi 
protitelesi 
Metanol (100%) 
Alkaloid AD Skopje, 
Makedonija 
Aktivacija membran 
Ocetna kislina (5%) Honeywell, Seelze, Nemčija Barvanje s Ponceau S 
*Vsi ostali reagenti, ki niso navedeni so bili kupljeni pri Sigma-Aldrich® (St. Louis, Missouri, ZDA) 





MMF DMSO 2 mM, 20 mM 
Cayman Chemical, 
Michigan, ZDA 




Alanozin Destilirana voda 5 mM, 50 mM 
Cayman Chemical, 
Michigan, ZDA 









3.2 Gojenje celic 
Poskuse smo izvajali na kulturah podganjih (L6) mioblastov in na primarnih kulturah 
človeških skeletnomišičnih celic. Kulture podganjih (L6) skeletnomišičnih celic spadajo 
med trajne celične linije, saj so se za razliko od človeških mioblastov sposobne deliti v 
nedogled. Pridobivajo jih iz primarnih kultur s postopki transformacije. Za primarne 
kulture človeških skeletnomišičnih celic je značilno, da izražajo specifične lastnosti 
mišičnega tkiva in imajo sposobnost diferenciacije v večjedrne mišične cevčice. 
Postopoma izgubijo sposobnost diferenciacije in proliferacije. Celice smo gojili v celičnem 
laboratoriju, ki ima vso potrebno opremo za aseptično delo s celicami in omogoča gojenje 
celic v razmerah in vitro (47). 
A. Gojenje celičnih linij podganjih (L6) mioblastov 
Vsi spodaj opisani koraki so bili izvedeni v aseptičnih pogojih v brezprašni komori 
(laminariju), ki omogoča aseptične pogoje s kroženjem zraka skozi HEPA filtre in 
ustvarjanjem zračne zavese (47). V ta namen smo pri delu vseskozi uporabljali rokavice, 
haljo za delo v aseptičnih pogojih in 70-% etanol za razkuževanje pripomočkov in površin. 
Gojenje podganjih (L6) mioblastov: 
1. Odmrzovanje celic 
Uporabili smo celične linije L6 podganjih mioblastov, pridobljene iz zbirke ATCC 
(Manassas, Virginija, ZDA). Celice so bile zamrznjene v tekočem dušiku. Pri 
zamrzovanju je bil uporabljen 10-% dimetilsulfoksid (DMSO), ki deluje kot 
krioprotektant in je bil dodan svežemu rastnemu gojišču (6). Tako pripravljene 
viale smo postopoma odmrznili, tako da smo jih iz tekočega dušika prestavili na 
temperaturo -20 °C za približno 15 minut in nato pogreli v vodni kopeli na 37 °C. 
Pri odmrzovanju smo uporabili 10-12 mL prehodno segretega (37 °C) rastnega 
medija MEM Alpha (+) (z nukleozidi in dodatkom 10-% fetalnega govejega 
seruma (FBS), 1-% Pen Strepa (penicilin streptomicin) in 0,3-% amfotericina B), ki 
smo ga v aseptičnih razmerah v laminariju dodali celicam v sterilnih gojitvenih 
posodah za celične kulture z velikostjo 75 cm
2
, na dno katerih so se celice pritrdile. 
Skozi celoten postopek gojenja celic smo celice hranili v inkubatorju brez prisotne 
svetlobe,  s temperaturo 37 °C in atmosfero z 20 % O2, 5 % CO2 ter 95 % vlažnosti. 
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Naslednji dan smo pod mikroskopom preverili rast celic in jih presadili, če smo 
ocenili, da so že dovolj zrastle ali zamenjali medij, če smo ocenili, da potrebujejo 
še en dan za rast. 
2. Presajanje celic 
Celice rastejo po podlagi dokler ne pride med njimi do zlivanja (konfluenca). 
Takrat se rast celic ustavi. Zato smo celice presadili preden so porastle celotno 
podlago, t.j.  pri 80-90 % konfluentnosti, ki je dosežena po 24 ali 48 urah (odvisno 
od rasti celic in od začetnega števila celic). Presadili smo jih iz gojitvenih posod v 
mikrotitrske plošče z 12 luknjicami (ang. »well«), tako da smo odsesali medij, 
celice sprali s fiziološko raztopino PBS in v 75 cm
2
 gojitveno posodo odpipetirali 
0,75-1 mL segretega tripsina (Gibco, Thermofisher Scientific, ZDA), ki celice 
odlepi od podlage. Pustili smo jih inkubirati s tripsinom 3-5 minut in vmes 
preverili, ali se celice premikajo pod invertnim mikroskopom. Tripsinizacijo smo 
ustavili z dodatkom 12 mL proliferacijskega medija MEM Alpha (+) (z nukleozidi, 
dodatkom 10-% FBS, Pen Strepa in amfotericina B), ki smo ga predhodno segreli 
na 37 °C. Celice smo shranili v inkubatorju. 
3. Diferenciacija mioblastov v mišične cevčice 
Glede na rast celic smo čez 24 oziroma 48 ur celicam zamenjali rastni medij MEM 
Alpha (+) (z nukleozidi, dodatkom 10-% FBS, Pen Strepa in amfotericina B) z 
diferenciacijski medijem MEM Alpha (+) (z nukleozidi in dodatkom 2-% fetalnega 
govejega seruma (FBS), Pen Strepa (penicilin streptomicin) in amfotericina B). 
Star medij smo odsesali in v vsako luknjico odpipetirali 1 mL svežega medija, ki 
smo ga predhodno segreli na 37 °C v vodni kopeli. Diferenciacijski medij smo na 
zgoraj opisan način zamenjali vsak drugi dan. Diferenciacija celic je trajala skupno 
7-9 dni. 
4. Tretiranje celic 
Po 7-9 dneh gojenja celic smo na celicah opravili poskus. 24 ur pred koncem 
poskusa smo celice dvakrat sprali s pufrom PBS in jim dodali medij MEM Alpha (-
) (brez nukleozidov in brez FBS) (»serumsko stradanje« ali ang. serum starvation). 
Posamezni tretmaji so opisani v poglavju Rezultati. Po vsakem izmed tretmajev 
smo izvedli prenos western. 
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Slika 10: Kultura podganjih skeletnomišičnih cevčic L6. Celice so bile slikane tik pred poskusom z invertnim 
mikroskopom pod 100-kratno povečavo. 
B. Gojenje primarnih kultur človeških skeletnomišičnih celic 
Primarno kulturo človeških skeletnomišičnih celic smo pripravili iz tkiva mišice 
semitendinosus, pridobljenega na Ortopedski kliniki UKC Ljubljana, kjer del mišice pri 
rutinskih operacijah odstranijo in zavržejo. Donorji mišičnega tkiva so v raziskavi 
sodelovali prostovoljno in so anonimni (št. etičnih dovoljenj 71/05/12 in 0120-698-2017-
4). Po odstranitvi vezivnega in maščobnega tkiva, smo mišično tkivo narezali na manjše 
koščke (0,5-1 mm) in jih tripsinizirali 30-45 minut pri 37 °C. Sproščene satelitne celice 
smo nato gojili v petrijevkah (d=100 mm) (BD Biosciences, San Jose, Kalifornija, ZDA) v 
rastnem mediju Advanced minimal essential medium (AdvMEM) (z dodatkom 10-% FBS, 
0,3-% amfotericina B, 0,15-% gentamicina) v inkubatorju z nasičeno vlago pri 37 °C in 
atmosferi s 5 % CO2/95 % zraka. Celice smo pustili rasti 14-21 dni. Pred začetkom fuzije 
mioblastov smo mioblastne kolonije ločili od fibroblastnih z uporabo MACS tehnologije in 
kompleta CD56 MicroBeads (Miltenyi Biotek, Anglija), s katerim ločimo miogene celice, 
ki izražajo antigen CD56 (NCAM), od nemiogenih celic, ki ga ne izražajo. Vzorci so bili 
shranjeni pri  4 °C v 15 mL rastnega medija AdvMEM (z dodatkom 10-% FBS) do začetka 
priprave kultur. Gojenje človeških skeletnomišičnih celic se razlikuje od gojenja podganjih 





Gojenje človeških skeletnomišičnih celic: 
1. Odmrzovanje celic 
Za odmrzovanje celic smo uporabili isti postopek kot pri podganjih (L6) celicah, le 
da smo pri človeških celicah uporabili rastni medij AdvMEM (z dodatkom 10-% 
FBS, MEM Vitamins Solution (vitamini), antibiotikov in GlutaMAX-a). Odmrznili 
smo celice donorjev mišičnega tkiva, ki so v raziskavi sodelovali prostovoljno in 
anonimno. 
2. Presajanje celic 
Človeške celice rastejo počasneje kot podganje, zato smo jih presadili iz gojitvenih 
plošč na mikrotitrske plošče z 12 luknjicami šele po približno 7 dneh. Pri tem smo 
bili pozorni, da smo celice presadili še preden so se začele stikati, da ne bi prišlo do 
procesa diferenciacije. Pri presajanju smo uporabili isti medij kot za odmrzovanje 
celic, ki smo ga predhodno segreli na 37 °C v vodni kopeli. 
3. Diferenciacija mioblastov v mišične cevčice 
Tudi pri človeških celicah smo naslednji dan na enak način kot pri podganjih 
celicah zamenjali medij iz AdvMEM (z dodatkom 10-% FBS, vitaminov, 
antibiotikov  in GlutaMAX-a) v diferenciacijski medij AdvMEM (z dodatkom 2-% 
FBS,  MEM Vitamins Solution (vitamini), antibiotikov in GlutaMAX-a) s 
predhodnim segrevanjem medija. Medij smo zamenjali vsak drugi dan. 
4. Tretiranje celic 
Dva dni pred celičnim tretmajem smo zamenjali medij v DMEM (z dodatkom 
GlutaMAX-a, ki vsebuje 1 g/L glukoze in piruvat), saj ne vsebuje inzulina za 
razliko od medija AdvMEM. Človeške celice so potrebovale inzulin za rast, 
medtem ko pri tretiranju celic inzulin ni zaželen, saj bi lahko vplival na izid 
poskusa. Poskus smo izvedli na 7.-9. dan diferenciacije. 24 ur pred koncem 
poskusa smo medij zamenjali v DMEM (-) (z 1 g/L glukoze, brez seruma), s čimer 
smo izvedli »serumsko stradanje« (ang. serum starvation). 
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Slika 11: Primarna kultura človeških skeletnomišičnih cevčic. Celice so bile slikane tik pred poskusom z 
invertnimmikroskopom pod 100-kratno povečavo.  
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3.3 Metode 
Uporabili smo metodo prenosa western (ang. Western blot), ki se uporablja za 
identifikacijo in analizo proteinov v celičnih kulturah in vzorcih tkiv. V vzorcu, ki je 
kompleksno sestavljen iz mešanice proteinov, lahko z metodo prenosa western določimo 
posamezen protein na podlagi specifične vezave protitelesa na antigen proteina. Metoda je 
sestavljena iz naslednjih korakov (48, 64): 
 
3.3.1 Priprava vzorcev 
Najprej smo pripravili vzorce, tako da smo predhodno tretirane celice razbili na manjše 
celične komponente s pomočjo biokemičnih in mehanskih metod. Tako smo vzorce celic 
najprej lizirali na ledu, nato homogenizirali s pomočjo sonifikatorja in na koncu še 
denaturirali proteine v vzorcih s segrevanjem. 
Lizat celic smo pripravili s pomočjo 1 Laemmlijevega pufra, ki vsebuje natrijev 
dodecilsulfat (SDS), Tris-HCl, glicerol, barvilo bromfenol modro, -merkaptoetanol in 
destilirano vodo (Preglednica IV). 
Preglednica IV: Sestava 4 Laemmlijevega pufra. 
Kemikalija Količina za 50 mL 
SDS 4,0 g 
Tris-HCl (1.0 M, pH 
6.8) 
10 mL 
Glicerol 20 mL 
Bromfenol modro 0,1 g 
-merkaptoetanol 10 mL 





















Vloga kemikalij v Laemmlijevem pufru (47): 
 Natrijev dodecilsulfat ali natrijev lavrilsulfat (SDS) je anionska površinsko aktivna 
snov, ki se nespecifično veže na proteine in jih pri tem popolnoma denaturira. Tako 
iz nativne oblike proteinov nastanejo razvite polipeptidne verige. SDS se ovije 
okoli polipeptidnih verig proteinov in jim poda negativni naboj. Zaradi neto 
negativnega naboja lahko proteini kasneje pri elektroforezi potujejo proti pozitivno 
nabiti anodi in se pri tem ločijo po velikosti.  
 Glicerol deluje kot konzervans in uteževalec, ki poveča gostoto Laemmlijevega 
pufra in s tem omogoča, da se proteini zberejo na dnu jamic pri nanosu na gel.  
 Bromfenol modro je barvilo, ki omogoča spremljanje poteka elektroforeze oziroma 
potovanje proteinov pri elektroforezi ter olajša nanašanje vzorcev v jamice gela. Pri 
pH nad 4,6 ima negativen naboj, zato skupaj z negativno nabitimi proteini potuje 
proti pozitivno nabiti anodi, s čimer lahko spremljamo potovanje nanešenih 
vzorcev vzdolž gela.  
 -merkaptoetanol je reducent, ki prekine disulfidne vezi v molekulah znotraj 
proteinov in med njimi, s čimer zagotovi popolno linearizacijo proteinskih verig. 
1 Laemmlijev pufer smo s pomočjo plastičnih strgal (ang. »scrapper«) enakomerno 
razporedili po površini jamic s celicami in lizate celic s pufrom zbrali v 
mikrocentrifugirkah. Celice smo nato homogenizirali s pomočjo sonifikatorja (pogoji: 
Cycle 0.5, Amplitude 50, vsak vzorec z 20 pulzi). Pred elektroforezo smo celice še 20 
minut segrevali na termostatiranem stresalniku pri 56C in 600 rpm, kar proteine še 
dodatno denaturira. 
3.3.2 Gelska elektroforeza (SDS-PAGE) 
Pripravljene vzorce smo nanesli na poliakrilamidni gel. Uporabili smo poliakrilamidni gel 
z 12+2 žepki, na katerega smo nanesli 12 vzorcev ter velikostni strandard (»Full Range 
Rainbow Protein Molecular Weight Marker«) v ločena žepka na vsaki strani gela. 
Velikostni standard služi kot označevalec velikosti znanih molekulskih mas, s pomočjo 
katerega določimo položaj željenega proteina po koncu elektroforeze. Gel smo namestili v 
elektroforezni sistem BioRad Criterion Cell in dopolnili s pufrom za ločevanje proteinov 
»XT MES Running buffer«. Sistem smo priklopili na stalen vir napetosti 200 V, pod 
vplivom katerega so proteini potovali vzdolž gela od katode z negativnim nabojem proti 
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pozitivno nabiti anodi. Pri  potovanju vzdolž gela se proteini ločijo po velikosti, in sicer 
manjši proteini potujejo hitreje skozi pore gela in potujejo dlje, medtem ko večji proteini 
potujejo počasneje in opravijo krajšo pot. Gelska elektroforeza je pri konstantni napetosti 
200 V trajala približno 50 minut. 
 
Slika 12: Prikaz nanosa vzorcev na gel za elektroforezo in shematski prikaz razvrstitve proteinov pri 
elektroforezi. Prirejeno po (49). 
3.3.3 Prenos na membrano 
Po končani elektroforezi smo proteine prenesli iz gela na polivinildifluoridno (PVDF) 
membrano. Najprej smo membrano aktivirali z namakanjem v 100-% metanolu. Za prenos 
proteinov iz gela na membrano smo v kaseti pripravili t.i. »sendvič«, v katerem smo na gel 
položili membrano in obe strani obdali s filter papirji ter gobicami, ki so bili predhodno 
namočeni v 1 pufru za prenos (Preglednica VI). V tako pripravljeni kaseti lahko pod 
vplivom električnega toka negativno nabiti proteini potujejo iz gela na membrano. Kasete 
smo namestili med elektrodi v sistemu za prenos BioRad Criterion Blotter in dopolnili do 
oznake z 1 pufrom za prenos. Pri prenosu proteinov na membrano se sprošča precej 
toplote, zato smo cel sistem obdali z ledom. Sistem smo priklopili na stalno napetost 100 
V, pri kateri je prenos trajal eno uro. 
 30 
 
Slika 13: Shema kasete za prenos proteinov iz gela na membrano. V kaseti za prenos proteinov iz gela na membrano 
morata biti gel in membrana tesno skupaj, obdana s filter papirjem iz obeh strani in gobicami. Po priključitvi na vir 
napetosti negativno nabiti proteini potujejo iz gela na membrano, v smeri od katode (-) proti anodi (+). Prirejeno po (50). 
Preglednica V: Sestava založne raztopine pufra za prenos western (tris-glicinski pufer) (10x), 1L. 
Kemikalija Količina 
Tris baza 37,9 g 
Glicin 180,2 g 
Destilirana voda do 1 L 
 
Preglednica VI: Sestava delovne raztopine pufra za prenos western (transfer pufer), 1L. 
Kemikalija Količina 
Tris-glicinski pufer (10x) 100 mL 
100% metanol 100 mL 
10% SDS 1 mL 
Destilirana voda do 1 L 
 
Uspešnost prenosa proteinov na membrano smo preverili z barvanjem membrane z 
barvilom Ponceau S (Slika 14). Po končanem prenosu smo membrano najprej sprali s 
pufrom TBST (ang. »Tris Buffered Saline with Tween«) (Preglednica VIII) in nato še s 5-
% ocetno kislino, saj se Ponceau S veže na proteine v kislem okolju. Nato smo membrano 
potopili v barvilo, kjer smo jo pustili inkubirati približno 1 minuto. Pri tem se je barvilo 
nespecifično vezalo na proteine, kar je bilo na membrani vidno kot rožnato obarvanje na 
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mestih, kjer so bili vezani proteini na membrani. Obarvano membrano smo še trikrat sprali 
s 5-% ocetno kislino, s čimer smo sprali rožnato obarvano ozadje membrane, medtem ko 
so trakovi ostali obarvani (Slika 14). Membrano smo skenirali ter na koncu odstranili 
barvilo tako, da smo membrano večkrat sprali s pufrom TBST in destilirano vodo. 
Membrano smo posušili, saj s tem zagotovimo boljše blokiranje prostih vezavnih mest na 
membrani v naslednjem koraku, in jo nato znova aktivirali v 100-% metanolu ter sprali s 
TBST pufrom. Membrano smo razrezali na manjše trakove in tako je bila pripravljena na 
naslednji korak. 
 
Slika 14: Membrana po barvanju s Ponceau S. 
Preglednica VII: Sestava fiziološke raztopine z dodanim Tris pufrom (TBS-Tris buffered saline), (20x), 1L, pH 
7,6. 
Kemikalija Količina 
Tris baza 48,4 g 
NaCl 160 g 
1 M HCl 24 mL 
Destilirana voda do 1 L 
 
Preglednica VIII: Sestava fiziološke raztopine z dodanim Tris pufrom in Tween-om-20 (TBST-Tris buffered 
saline + Tween-20), 2L. 
Kemikalija Količina 
TBS (20x) 100 mL 
Tween-20 400 μL 
Destilirana voda do 2 L 
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3.3.4 Inkubacija s protitelesi 
Pred inkubacijo s protitelesi smo morali zagotoviti, da se bodo primarna protitelesa vezala 
zgolj na proteine, ki jih želimo detektirati. Zato smo nespecifična vezavna mesta na 
površju membrane blokirali z enournim namakanjem membrane v 7,5-% raztopini 
posnetega mleka v prahu v TBST pufru na stresalniku pri sobni temperaturi. Po blokiranju 
smo trakove membran večkrat sprali s pufrom TBST.  
3.3.4.1 Inkubacija s primarnimi protitelesi 
Pripravili smo vrečke s trakovi membran in vanje odpipetirali raztopine ustreznih 
primarnih protiteles. Vrečke smo temeljito zaprli in zagotovili, da je bila membrana v stiku 
zgolj z raztopino protiteles, brez prisotnosti zračnih mehurčkov. Tako pripravljene 
membrane smo inkubirali s primarnimi protitelesi v hladilni sobi pri 4 °C na stresalniku 
skozi noč. 















































46, 51 kDa kunec 
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3.3.4.2 Inkubacija s sekundarnimi protitelesi 
Naslednji dan smo trakove membran najprej nekajkrat sprali v TBST pufru in pripravili 
raztopino sekundarnih protiteles. Pripravili smo 5-% raztopino mleka v prahu v pufru 
TBST, v kateri smo ustrezno redčili sekundarna protitelesa, konjugirana s hrenovo 
peroksidazo (Anti IgG rabbit HRP). V tako pripravljeni raztopini sekundarnih protiteles 
smo inkubirali membrane eno uro pri sobni temperaturi na stresalniku. 
 
Slika 15: Shematski prikaz posameznih korakov pri metodi prenosa western. Prirejeno po (48). 
3.3.5 Detekcija 
Za detekcijo smo uporabili metodo ojačane kemiluminiscence (ECL, ang. enhanced 
chemiluminescence). Gre za kemijsko reakcijo, pri kateri se sprošča energija v obliki 
svetlobe. Pri reakciji običajno nastane vmesni produkt, ki pri prehodu iz vzbujenega stanja 
v osnovno stanje odda foton določene valovne dolžine (51). 
Po enourni inkubaciji membran s sekundarnimi protitelesi, smo membrane najprej osušili z 
robčki in v ločenih posodah pripravili reagenta za detekcijo. Reagent 1 je vseboval 
luminol, reagent 2 pa vodikov peroksid. Reagenta smo združili tik preden smo ju nanesli 
na membrane, kjer smo ECL reagenta inkubirali eno minuto. Membrane smo zopet 
popolnoma osušili z robčki in jih nato prenesli v kaseto, pripravljeno za prenos na film.  
Princip detekcije z ECL temelji na reakciji oksidacije luminola z vodikovim peroksidom, 
ki jo katalizira encim hrenova peroksidaza, s katerim so bila konjugirana sekundarna 
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protitelesa. Pri reakciji nastane 3-aminoftalat, ki pri prehodu v osnovno energetsko stanje 
odda svetlobo valovne dolžine 425 nm, ki smo jo zajeli na rentgenski film (51-53). 
 
Slika 16: Prikaz detekcije z ojačano kemiluminiscenco. Primarno protitelo se specifično veže na tarčni protein. 
Sekundarno protitelo, konjugirano z encimom HRP se veže na primarno protitelo in katalizira oksidacijsko reakcijo ECL 
reagentov (gl. Sliko 17), pri čemer emitira svetloba. Prirejeno po (54). 
 
Slika 17: Kemiluminiscenčna reakcija. HRP katalizira reakcijo luminola z vodikovim peroksidom, pri čemer nastane 3-
aminoftalat, ki oddaja svetlobo pri 425 nm in to zajamemo na rentgenski film. Prirejeno po (55). 
Zajem signala na rentgenski film smo izvedli v popolni temi. Kaseto z membranami smo 
prenesli v temnico, kjer smo na membrane položili rentgenski film in ga pustili določen čas 
izpostavljenega emitirani svetlobi. Čas izpostavljenosti se je razlikoval med posameznimi 
poskusi. Nato smo film razvili v napravi za razvijanje rentgenskih filmov Curix 60. 
Razvite filme smo označili z imenom poskusa, velikostnimi standardi, detektiranimi 
proteini ter redčitvijo med primarnimi in sekundarnimi protitelesi, časom ekspozicije filma 
membrani, datumom in avtorjem poskusa. Sledila je analiza razvitih filmov. 
Membrane smo na koncu nekajkrat sprali s TBST pufrom in metanolom, da smo odstranili 
ECL reagenta, jih osušili in shranili v zamrzovalniku pri -20 °C.  
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Slika 18: Primer razvitega rentgenskega filma po ekspoziciji membranam. 
Intenziteto odzivov na rentgenskih filmih smo analizirali z denzitometrom GS-800 in jih  
kvantitativno ovrednotili s programom Quantity One. 
3.3.6 Statistična analiza rezultatov 
Rezultate poskusov smo statistično obdelali v programu GraphPad Prism 6. Prikazani so 
kot povprečne vrednosti ± standarna napaka povprečja (SEM – ang. standard error of the 
mean). Za primerjave razlik med posameznimi vzorci in kontrolnim vzorcem smo 
uporabili enosmerno ali dvosmerno ANOVO, ki ji je sledil Bonferronijev post hoc test s 
stopnjo zaupanja 95 %. Za primerjavo dveh skupin smo uporabili t-test. Oznaka * pomeni 




4.1 Vpliv MMF na aktivacijo AMPK v kulturi podganjih in človeških 
skeletnomišičnih celic 
Vpliv MMF na aktivacijo AMPK v kulturi podganjih skeletnomišičnih cevčic (tj. 
diferenciranih celicah) smo določali z merjenjem fosforilacije AMPK na treoninskem 
ostanku 172 (Thr172) in z merjenjem fosforilacije ACC na serinskem ostanku 79 (Ser79). 
Fosforilacija Thr172 na AMPK je potrebna za aktivacijo encima, fosforilacija ACC na 
Ser79 pa posredno pokaže aktivnost AMPK, saj je njena tarča. Podganje skeletnomišične 
cevčice smo diferencirali 7 dni in nato izvedli 16-urni poskus z MMF (5 µM) ali 
metotreksatom (MTX) (5 µM). Eno uro pred koncem poskusa smo celicam dodali AICAR 
(1 mM) ali pufer PBS za kontrolo. MTX smo uporabili kot pozitivno kontrolo, saj je 
znano, da zmanjša očistek znotrajceličnega ZMP in skupaj z AICAR spodbudi aktivacijo 
AMPK (8). MTX z AICAR je statistično značilno (P<0,05) povečal fosforilacijo AMPK in 
ACC v primerjavi z bazalnimi razmerami, MTX ali AICAR samostojno. S tem smo 
potrdili rezultate do sedaj izvedenih poskusov z MTX (8). MMF je v kombinaciji z AICAR 
povečal fosforilacijo AMPK in ACC (P<0,05 pri fosforilaciji ACC, Slika 19 B). MMF in 
MTX brez AICAR nista statistično značilno zvišala fosforilacije AMPK ali ACC, nakazan 
pa je bil trend k povišanju fosforilacije pri ACC (Slika 19 A, B). 
 
Slika 19: Vpliv MMF in MTX na (A) fosforilacijo AMPK (Thr172) in (B) fosforilacijo ACC (Ser79) v podganjih 
skeletnomišičnih cevčicah L6.  Podganje skeletnomišične cevčice smo inkubirali 16 ur z MMF (5 µM) in MTX (5 µM), 
in zadnjo uro poskusa z dodatkom AICAR (1 mM). Nad grafom sta sliki odtisa western (zgornja slika) in barvanja s 
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Ponceau S (spodnja slika). Fosforilacija AMPK in ACC je izražena v arbitrarnih enotah. Kot rezultati so prikazane 
povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize, N=12. *P<0,05, primerjava z bazalnimi razmerami, Bonferronijev 
post hoc test. 
Vpliv MMF na AMPK smo preizkusili še na človeških skeletnomišičnih celicah, ki se po 
svojih fizioloških značilnostih razlikujejo od podganjih celic L6. Primarne človeške 
skeletnomišične cevčice smo diferencirali 9 dni in nato izvedli 16-urni poskus z MMF (5 
µM) ali MTX (5 µM). Eno uro pred koncem poskusa smo celicam dodali AICAR (1 mM) 
ali pufer PBS za kontrolo.  
V kulturi človeških skeletnomišičnih celic je bila fosforilacija AMPK najvišja pri 
kombinacijah MTX in AICAR ter MMF in AICAR, pri fosforilaciji ACC pa pri MTX in 
AICAR. Pri ACC je bila razlika v fosforilaciji med kombinacijo MMF in AICAR 
statistično značilna (P<0,05) v primerjavi z bazalnimi razmerami ali MMF, vendar je bila 
raven njene fosforilacije nižja kakor pri tretiranju z AICAR (Slika 20 B). MMF ali MTX 
samostojno nista zvišala fosforilacije v primerjavi z bazalnimi razmerami. Kombinacija 
MTX z AICAR je najbolj spodbudila aktivacijo AMPK in posledično tudi fosforilacijo 
ACC. 
 
Slika 20: Vpliv MMF in MTX na (A) fosforilacijo AMPK (Thr172) in (B) fosforilacijo ACC (Ser79) v človeških 
skeletnomišičnih cevčicah.  Človeške skeletnomišične cevčice smo inkubirali 16 ur z MMF (5 µM) in MTX (5 µM), in 
zadnjo uro poskusa z dodatkom AICAR (1 mM). Nad grafom sta sliki odtisa western (zgornja slika) in barvanja s 
Ponceau S (spodnja slika). Fosforilacija AMPK in ACC je izražena v arbitrarnih enotah. Kot rezultati so prikazane 
povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize, N=6. *P<0,05, primerjava z bazalnimi razmerami, Bonferronijev 
post hoc test. 
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4.2 Vpliv MMF in alanozina na aktivacijo AMPK v kulturi podganjih 
skeletnomišičnih celic 
Da bi preverili, ali MMF in alanozin sinergistično spodbujata aktivacijo AMPK, smo 
podganje skeletnomišične cevčice diferencirali 7 dni in nato izvedli 16-urni poskus z MMF 
(5 µM), zaviralcem adenilosukcinat sintetaze alanozinom (ALA) (5 µM) ter kombinacijo 
MMF in ALA (5 µM MMF, 5 µM ALA). Eno uro pred koncem poskusa smo celicam 
dodali AICAR v dveh različnih koncentracijah (1 mM, 2 mM) ali pufer PBS za kontrolo.  
MMF sam ni zvišal fosforilacije AMPK ali ACC, zvišal pa jo je v kombinaciji z 1 mM in 2 
mM AICAR. Fosforilacija je bila najvišja pri kombinaciji MMF z 2 mM AICAR (Slika 21 
A, B). Razlika v fosforilaciji ACC pri tej kombinaciji učinkovin je bila statistično značilna 
(P<0,05) (Slika 21 B). 
ALA ni signifikantno povišal fosforilacije ACC ali AMPK glede na bazalne razmere. V 
kombinaciji z obema koncentracijama AICAR je alanozin zvišal fosforilacijo AMPK in 
ACC. V kombinaciji z 2 mM AICAR je statistično značilno povečal fosforilacijo ACC 
glede na sam alanozin (Slika 21 B). 
MMF in ALA v kombinaciji sta povečala fosforilacijo AMPK in ACC v primerjavi z 
MMF ali ALA samostojno. Najvišjo raven fosforilacije AMPK in ACC sta dosegla skupaj 
z 2 mM AICAR. Raven fosforilacije ACC se je pri tretiranju z MMF, ALA in 2 mM 
AICAR statistično značilno razlikovala od kombinacije MMF in ALA (brez AICAR) 
(Slika 21 B). 
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Slika 21: Vpliv MMF in/ali ALA z AICAR/brez AICAR na (A) fosforilacijo AMPK (Thr172) in (B) fosforilacijo 
ACC (Ser79) v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6.  Podganje skeletnomišične cevčice smo inkubirali 16 ur z 
MMF (5 µM), ALA (5 µM) in MMF+ALA (5 µM) ter zadnjo uro poskusa z dodatkom AICAR (1 mM in 2 nM). Nad 
grafom sta sliki odtisa western (zgornja slika) in barvanja s Ponceau S (spodnja slika). Fosforilacija AMPK in ACC je 
izražena v arbitrarnih enotah. Kot rezultati so prikazane povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize, N=4. 
*P<0,05, primerjava z bazalnimi razmerami, Bonferronijev post hoc test.  
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4.3 Vpliv MMF na signalno pot Akt v kulturi podganjih 
skeletnomišičnih celic 
Želeli smo ugotoviti, ali ima MMF vpliv na signalno pot Akt v inzulinski signalni poti. 
Celice smo diferencirali 7 dni in nato izvedli 16-urni poskus, pri katerem smo celicam 
dodali MMF (5 µM). Zadnjih 30 minut smo celicam dodali še inzulin v nizki (12 nM) ali 
visoki koncentraciji (120 nM). Aktivnost AMPK smo spremljali z merjenjem fosforilacije 
ACC, aktivnost Akt pa z merjenjem fosforilacije Akt (na ostanku Ser473), njenega 
substrata AS160 (na ostanku Ser588) in glikogen sintaze kinaze-3α/β (GSK-3α/β, na 
ostanku Ser21/9). 
Inzulin je v prisotnosti in odsotnosti MMF zmanjšal fosforilacijo ACC. Rezultat je bil 
pričakovan, kajti inzulin aktivira ACC in spodbudi sintezo maščobnih kislin ter hkrati 
zavre njihovo oksidacijo. Fosforilacija ACC je bila najnižja pri tretmaju MMF z 
inzulinom, kar pomeni, da MMF ne prepreči padca fosforilacije ACC v prisotnosti inzulina 
(Slika 22).  
 
Slika 22: Vpliv MMF in inzulina na fosforilacijo ACC (Ser79) v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Podganje 
skeletnomišične cevčice smo 16 ur inkubirali z MMF (5 μM) in zadnjih 30 minut poskusa z dodatkom 12 nM inzulina 
(INS, 12 nM) in 120 nM inzulina (INS, 120 nM) (MMF+INS 12 nM, MMF+INS 120 nM). Nad grafom sta sliki odtisa 
western (zgornja slika) in barvanja s Ponceau S (spodnja slika). Fosforilacija ACC je izražena v arbitrarnih enotah. Kot 
rezultati so prikazane povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize, N=7. *P<0,05, primerjava z bazalnimi 
razmerami, Bonferronijev post hoc test. 
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Tretiranje skeletnomišičnih celic z 12 nM oziroma 120 nM inzulinom je pričakovano 
povečalo fosforilacijo Akt v primerjavi z bazalnimi razmerami, pri tem je bila fosforilacija 
Akt s 120 nM inzulinom višja kot z 12 nM inzulinom (Slika 23 A). Dodatna analiza je 
pokazala, da tudi sam MMF poveča fosforilacijo Akt v primerjavi z bazalnimi razmerami 
(Slika 23 B), vendar je bilo to povečanje v primerjavi z inzulinom majhno. Inzulin je 
spodbudil povečanje fosforilacije Akt tudi v prisotnosti MMF (Slika 23 A). Kljub temu, da 
je AS160 substrat Akt kinaze, in bi zaradi tega pričakovali podobne učinke MMF in/ali 
inzulina na njegovo fosforilacijo, se pri našem poskusu fosforilacija Ser588 ni spremenila 
(Slika 23 C).  
Aktivnost signalne poti Akt smo ocenjevali tudi z merjenjem fosforilacije GSK-3α/β na 
ostanku Ser21/9. Pri fosforilaciji GSK-3α/β se je pokazal podoben trend kot pri 
fosforilaciji Akt. MMF ni vplival na z inzulinom spodbujeno fosforilacijo GSK-3α/β. 
Razlika med MMF in MMF z inzulinom (12 in 120 nM) je bila statistično značilna 













Slika 23: Vpliv MMF in inzulina na (A), (B) fosforilacijo Akt (Ser473), (C) fosforilacijo AS160 (Ser588) in (D) 
fosforilacijo GSK-3α/β (Ser21/9) v podganjih skeletnomišičnih cevčicah L6. Podganje skeletnomišične cevčice smo 
16 ur inkubirali z MMF (5 μM) in zadnjih 30 minut poskusa z dodatkom 12 nM inzulina (INS, 12 nM) in 120 nM 
inzulina (INS, 120 nM) (MMF+INS 12 nM, MMF+INS 120 nM). Nad grafom sta sliki odtisa western (zgornja slika) in 
barvanja s Ponceau S (spodnja slika). Fosforilacija Akt, AS160 in GSK-3α/β je izražena v arbitrarnih enotah. Kot 
rezultati so prikazane povprečne vrednosti (±SEM) denzitometrične analize, N=7 pri analizi pAkt in pAS160, N=3 pri 
analizi pGSK-3α/β. *P<0,05, dvosmerna ANOVA pri pAkt, enosmerna ANOVA pri pAS160 in GSK-3α/β, primerjava z 
bazalnimi razmerami, Bonferronijev post hoc test (A, C, D) ali neparni t-test (B).  
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5 RAZPRAVA 
MMF, imunozaviralec, ki se pogosto uporablja za zaviranje imunskega sistema po 
presaditvi jeter, srca ali ledvic, zavira encim IMP-dehidrogenazo. Tako zavira imunski 
odgovor in se posredno vključuje v signalne poti celične presnove. Zanimalo nas je, ali 
lahko MMF s svojim delovanjem spodbudi aktivacijo AMPK v skeletnih mišicah, ki 
predstavljajo pomembno mesto z inzulinom spodbujenega privzema glukoze. Ugotovili 
smo, da MMF sam ne vpliva na aktivacijo AMPK v podganjih ali človeških 
skeletnomišičnih celicah, temveč ojača aktivacijo AMPK z AICAR. Pokazali smo, da 
deluje sinergistično z alanozinom. MMF je nakazal tudi vpliv na signalno pot Akt v 
inzulinski signalni poti. 
Vpliv MMF na aktivacijo AMPK 
Najprej smo želeli ugotoviti, ali ima imunozaviralec MMF vpliv na aktivacijo AMPK v 
podganjih skeletnomišičnih celicah. Izhajali smo iz do sedaj opravljenih študij, pri katerih 
so preverjali vpliv antirevmatika MTX na aktivacijo te protein kinaze in pokazali, da MTX 
posredno aktivira AMPK (8). Skupno mesto delovanja MTX in MMF je de novo 
biosinteza purinskih nukleotidov, od koder smo sklepali, da bi lahko imela podoben vpliv 
na delovanje AMPK. Vzgojene skeletnomišične cevčice smo tretirali z MMF ali MTX in 
jim ob koncu poskusa dodali AMPK aktivator AICAR. Po predpostavljenem mehanizmu 
bi MMF lahko aktiviral AMPK tako, da spodbudi kopičenje endogenega ZMP, ki z vezavo 
na AMP-vezavno mesto alosterično aktivira AMPK. V podganjih skeletnomišičnih celicah 
MMF ni aktiviral AMPK. Razlog za to bi lahko bila nizka raven sinteze purinov de novo, 
zaradi česar zaviranje IMP-dehidrogenaze ne bi povzročilo pomembnega zvečanja 
koncentracije endogenega IMP in/ali ZMP.  
Čeprav sam MMF ni aktiviral AMPK, je ojačal z AICAR spodbujeno aktivacijo AMPK. 
To je vidno pri merjenju fosforilacije ACC, ki je posredni pokazatelj AMPK aktivacije, saj 
je ACC njena neposredna tarča. Kombinacija MMF in AICAR je močno spodbudila 
fosforilacijo ACC tudi v primerjavi s samostojnim MMF ali AICAR tretmajem. Od  tod 
lahko sklepamo, da MMF in AICAR sinergistično aktivirata AMPK. Sinergistično 
delovanje lahko pojasnimo s tem, da MMF zavira IMP-dehidrogenazo in zmanjša očistek 
ZMP, ki je nastal s fosforilacijo eksogenega AICAR. 
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Enak poskus kot na kulturi podganjih skeletnomišičnih celic L6 smo izvedli na primarni 
kulturi človeških skeletnomišičnih celic. MMF ni spodbudil aktivacije AMPK. Kljub temu, 
da je MMF z AICAR zvišal fosforilacijo ACC glede na bazalne razmere, je bila 
fosforilacija ACC nižja pri omenjeni kombinaciji kakor pri AICAR, od koder sledi, da 
MMF ne ojača z AICAR spodbujene aktivacije AMPK v človeških skeletnomišičnih 
celicah. Opazili smo tudi razkorak med odzivom na ravni fosforilacije AMPK in 
fosforilacije ACC. Pri interpretaciji teh rezultatov moramo upoštevati, da k aktivaciji 
AMPK prispevata dva mehanizma: alosterični in kovalentni (fosforilacija). Alosterične 
aktivacije z merjenjem fosforilacije AMPK ne moremo oceniti. Nanjo pa lahko sklepamo 
na podlagi merjenja fosforilacije ACC. To je ena izmed možnosti, zakaj se je fosforilacija 
ACC izrazito povečala ob skoraj nespremenjeni fosforilaciji AMPK. 
Za razliko v odzivu podganjih in človeških skeletnomišičnih celic je več možnih razlogov. 
Tako pri podganjih skeletnomišičnih celicah kot tudi pri humanih smo 24 ur pred 
eksperimentom izvedli odtegnitev seruma ali t.i. serumsko stradanje (ang. »serum 
starvation«), tako da smo celicam dodali medij brez seruma. Pogosto pri eksperimentih 
pred poskusom izvajamo serumsko stradanje z namenom, da bi zmanjšali bazalno 
aktivnost celic (56). S poskusi na različnih tipih celic (tudi na kulturah L6 podganjih celic 
in primarnih človeških celičnih linijah) so pokazali, da to ne drži vedno, saj rezultati 
njihove študije niso pokazali enakomernega znižanja bazalne signalne aktivnosti (56). Že 
sama odsotnost seruma predstavlja stresne razmere za celice.  
Druga težava pri izvedbi serumskega stradanja je ta, da ni točno predpisanih protokolov za 
njihovo izvedbo in je na voljo več načinov za izvedbo serumskega stradanja (56). Tudi v 
našem poskusu s človeškimi celicami smo uporabili empirični pristop, tako da smo 24 ur 
pred poskusom zamenjali medij, ki je imel enako sestavo kot diferenciacijski medij, z 
dodatkom 1 g/L glukoze in brez seruma. Pri celicah enega izmed donorjev smo opazili, da 
je velik delež celic med izvedbo serumskega stradanja odmrl, zato smo ga izločili iz 
analize poskusov. Možno je, da so se citotoksični učinki odtegnitve seruma v manjši meri 
izrazili tudi pri katerem izmed tretmajev ostalih donorjev, kar bi lahko vplivalo na rezultat 
z MMF in AICAR pri humanih celicah. V tem primeru bi zaradi manjšega števila celic 
zaznali manj proteinov, ki smo jih določali s prenosom western. Drugi razlog, da se 
rezultati vpliva MMF na človeških skeletnomišičnih celicah ne ujemajo z rezultati 
aktivacije AMPK na podganjih skeletnomišičnih celicah, je mogoče razložiti z biološko 
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variabilnostjo med donorji celic. Primarne kulture človeških celic odražajo genetske ali 
presnovne spremembe donorja, kar lahko različno vpliva na rezultat analiz (57). 
Da MMF ni spodbudil aktivacije AMPK v primeru človeških skeletnomišičnih celic, lahko 
delno razložimo še s primerjavo farmakokinetičnih značilnosti učinkovine in vivo ter in 
vitro raziskavah. S študijami, kjer so spremljali profil MMF plazemske koncentracije v 
odvisnosti od časa, so pokazali, da MMF s svojim aktivnim presnovkom mikofenolno 
kislino doseže najvišjo koncentracijo (po zaužitju 1 g mikofenolne kisline znaša 25 mg/L 
(5)) eno uro po aplikaciji zdravila, kar tudi časovno korelira z maksimalnim zaviranjem 
IMP-dehidrogenaze. Efektivna terapevtska koncentracija je nato še trajala 4 ure po 
aplikaciji MMF, zaviranje aktivnosti IMP-dehidrogenaze pa je upadlo 11 ur po aplikaciji 
(58). Naš poskus na človeških skeletnomišičnih cevčicah je trajal skupno 16 ur, 
koncentracija MMF pa se pri tem ni spreminjala. Glede na farmakokinetske značilnosti bi 
lahko sklepali, da bi v razmerah in vivo efektivna terapevtska koncentracija MMF v tem 
času že upadla, kar bi se lahko pokazalo kot nezmožnost MMF za aktivacijo AMPK. 
Podatkov o in vitro aktivnosti IMP-dehidrogenaze in efektivne koncentracije MMF v 
literaturi nismo zasledili, zato smo poskuse na človeških celicah primerjali z in vivo 
študijami. Želeli smo preveriti, ali je v celičnih poskusih MMF na aktivacijo AMPK 
vplival tudi pri krajših inkubacijskih časih, vendar v literaturi teh podatkov nismo zasledili. 
Vpliv MMF in alanozina na aktivacijo AMPK 
Učinke MMF na AMPK smo primerjali z alanozinom, ki ima prijemališče v vzporedni veji 
nastanka purinskih nukleotidov glede na MMF (Slika 24). Alanozin je aminokislinski 
analog, ki ima antimetabolitske in antineoplastične lastnosti. Deluje tako, da zavira encim 
adenilosukcinat sintetazo, ki katalizira pretvorbo IMP v adenilosukcinat, intermediat 
purinske sinteze (59). Glede na mesto delovanja alanozina smo želeli preveriti, kakšni so 
njegovi učinki na aktivacijo AMPK. Ugotovili smo, da sam ne aktivira AMPK, temveč 
spodbuja aktivacijo AMPK skupaj z MMF in/ali AICAR. Pri tretiranju z vsemi tremi 
učinkovinami hkrati je bila dosežena najvišja raven aktivacije AMPK, kar nakazuje na 
njihovo sinergistično delovanje. Mehanizem aktivacije AMPK z alanozinom je (vsaj 
teoretično) primerljiv mehanizmu aktivacije z MMF. Alanozin zavira adenilosukcinat 
sintetazo, kar povzroči kopičenje IMP in njegovega prekurzorja ZMP v sintezi purinov de 
novo (60). Rezultati našega poskusa so pokazali, da kombinacija MMF in alanozina zviša 
fosforilacijo ACC v primerjavi s samim MMF ali alanozinom. Do sedaj smo nakazali, da 
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MMF spodbudi aktivacijo AMPK z dvigom ravni fosforilacije ZMP, torej bi glede na 
njegov mehanizem aktivacije to pomenilo, da je s kopičenjem IMP (in ZMP) obenem 
zavrta sinteza GTP in posledično spodbujena sinteza ATP. Z dodatkom alanozina smo to 
pot zavrli, kar je povzročilo še dodatno kopičenje IMP in njegovega prekurzorja ZMP. 
Tudi AICAR aktivira AMPK s svojo pretvorbo v ZMP, ter tako prispeva k učinku 
kombinacije MMF in alanozina. Od tod smo zaključil, da MMF in alanozin delujeta 
sinergistično. 
 
Slika 24: Mesto delovanja MMF in ALA v sintezi purinov. (Obrazložitev kratic: PRAT: fosforibozilpirofosfat 
amidotransferaza, XMP: ksantozin monofosfat, GMP: gvanozin monofosfat, GDP: gvanozin difosfat, GTP: gvanozin 
trifosfat, AMP: adenozin monofosfat, ADP: adenozin difosfat, ATP: adenozin trifosfat). Prirejeno po (37). 
Vpliv MMF na signalno pot Akt 
Zaradi odziva MMF na aktivacijo AMPK v podganjih skeletnomišičnih celicah, smo 
preverili njegov vpliv še v inzulinski signalni poti. S tem poskusom smo želeli preveriti, ali 
bi MMF lahko imel vpliv na z inzulinom spodbujen privzem glukoze. Aktivacijo AMPK 
smo spremljali z merjenjem fosforilacije ACC. Raven fosforilacije ACC je bila nižja pri 
kombinaciji MMF in inzulina v primerjavi z MMF (Slika 22). To lahko razložimo z 
vplivom inzulina na signalno pot. Protein kinaza Akt se aktivira po vezavi inzulina na svoj 
receptor. Kot odgovor na to pride do aktivacije kaskade IRS-1/PI3K/PDK/Akt in 
fosforilacije njenih tarč (AS160 in GSK-3α/β) v PI3K poti (61), kar vodi do translokacije 
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GLUT-4 na plazemsko membrano, s čimer je omogočen vstop glukoze v celico. Inzulin z 
aktivacijo Akt inaktivira AMPK oziroma aktivira ACC, kar spodbudi sintezo maščobnih 
kislin in zavre njihovo oksidacijo (62). Skladno s tem se je fosforilacija ACC pri našem 
poskusu znižala pri tretmajih z inzulinom. Pri kombinaciji MMF z inzulinom vidimo, da 
MMF ni preprečil padca fosforilacije ACC z inzulinom. Tudi prejšnji poskusi so pokazali, 
da MMF sam ne vpliva na fosforilacijo ACC in ne aktivira AMPK, torej ni nepričakovano, 
da pri aktivaciji AMPK prevlada učinek visoke koncentracije inzulina (120 nM), kadar sta 
uporabljena v kombinaciji. 
Pri spremljanju aktivnosti Akt je MMF povišal raven fosforilacije Akt glede na bazalne 
razmere (Slika 23 B). Fosforilacija Akt je tudi signifikantno narastla med tretmajem z 
MMF in MMF z dodatkom nizke in visoke koncentracije inzulina podganjim 
skeletnomišičnim celicam (Slika 23 A). Prvi rezultat kaže, da ima MMF vpliv na signalno 
pot Akt. Rezultat z inzulinom pa nakazuje, da MMF ne zmanjšuje 
delovanja inzulina. Kljub temu pa mehanizem delovanja MMF na 
aktivacijo Akt ostaja neznan. Namreč inzulin najprej aktivira Akt in 
nato deluje na AMPK v PI3K poti, mesto delovanja MMF pa je 
AMPK, ki se v signalni poti nahaja nižje od Akt (Slika 25). Naš 
rezultat nakazuje, da ima AMPK vpliv na fosforilacijo/aktivacijo Akt, 
kar je skladno s študijo, pri kateri so spremljali učinek palmitata na 
privzem glukoze v L6 celicah (62). S študijo so pokazali, da obstaja 
povezava med aktivacijo AMPK in Akt, saj je s palmitatom dosežena 
aktivacija AMPK sovpadala s hkratno aktivacijo Akt (62). Za dokaz o 
vplivu učinka MMF na Akt preko aktivacije AMPK, bi morali izvesti 
nadaljnje raziskave, s katerimi bi preverili vpliv MMF na z inzulinom 
spodbujen privzem glukoze, tako da bi zavrli aktivnost AMPK (npr. s 
selektivnimi zaviralci) ali zmanjšali njeno ekspresijo (npr. s siRNA). 
Če bi se v tem primeru pokazalo, da se aktivnost/fosforilacija Akt 
zniža, bi bil to neposreden dokaz, da MMF vpliva na protein kinazo 
Akt prek AMPK (62). 
 
 
Slika 25: Akt in AMPK v 
inzulinski signalni poti. 
Inzulin spodbudi 
aktivacijo Akt in 
inaktivira AMPK. 
Prirejeno po (7). 
 48 
Vpliv eksperimentalnih in tehničnih dejavnikov na rezultate 
Vpliv MMF na aktivacijo AMPK smo preverili v dveh različnih eksperimentalnih modelih. 
Med njimi obstaja nekaj bistvenih razlik. L6 podganje skeletnomišične cevčice so pogosto 
uporabljene kot eksperimentalni model za proučevanje fiziologije skeletnih mišic in njenih 
signalnih poti, saj se lahko neomejeno delijo in imajo sposobnost fuzije, preden se 
razvijejo v večjedrne diferencirane cevčice (47, 57). Zaradi tega lahko s serijskim 
presajanjem celic postopno izgubimo celice, ki so najbolj sposobne fuzije. Temu smo se 
izognili tako, da smo uporabili podganje skeletnomišične celice le do 7. pasaže. Slabost 
eksperimentalnega dela z L6 celicami je njihov podganji izvor, zaradi česar se lahko 
razlikujejo od rezultatov pri človeških skeletnomišičnih celicah. Glavne prednosti L6 celic 
so nizka biološka variabilnost med njimi, dostopnost in enostavnost gojenja.  
Pomembni lastnosti celičnih kultur glede na ostale eksperimentalne modele sta, da je na 
njih mogoče izvesti poskuse brez vpliva sistemskih dejavnikov (npr. hormonov), ki bi 
lahko vplivali na rezultate ter, da ohranijo metabolične značilnosti tkiva, iz katerega so 
izolirane. Vendar pa je odsotnost sistemskih dejavnikov tudi slabost, ker v telesu mišične 
celice ne delujejo izolirano od drugih tkiv in organov (63). 
Prednost primarnih človeških mišičnih celic je, da ohranijo vsaj nekatere presnovne 
značilnosti donorja in torej do neke mere odražajo značilnosti metaboličnih sprememb 
bolezni, kot je sladkorna bolezen. Z raziskavami na primarnih celičnih kulturah so 
pokazali, da človeške celice ohranijo fenotipske značilnosti donorja, med njimi tudi 
značilnosti kot so presnovne motnje pri oksidaciji maščobnih kislin ali nepravilnosti z 
inzulinom spodbujenega privzema glukoze (57). Tudi naši poskusi so bili izvedeni na 
celicah donorjev, ki so ostali anonimni in ne poznamo njihovega kliničnega ozadja ali 
pridruženih bolezni, ki bi potencialno lahko vplivale na izid poskusa. Pri poskusih na 
primarnih človeških celičnih linijah moramo vzeti v obzir tudi vpliv biološke variabilnosti 
med donorji, ki je odraz genetske predispozicije donorja. Slabost primarnih človeških 
skeletnomišičnih celic predstavljata večja zahtevnost gojenja in omejena gojitvena 
sposobnost v primerjavi z L6 celicami (63). 
Pri interpretaciji rezultatov je  kot omenjeno zgoraj  treba upoštevati tudi, da pogosto 
nivo fosforilacije AMPK ni najboljše merilo za njeno aktivnost, saj se lahko aktivira na 
dva načina, alosterično ali kovalentno s fosforilacijo. Z vezavo AMP na podenoto γ, pride 
do alosterične aktivacije AMPK, in je hkrati zavrta defosforilacija Thr172. Z dvigom AMP 
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koncentracije pride do z LKB1 spodbujene fosforilacije Thr172. Kot že omenjeno pa k 
maksimalni aktivaciji bolj prispeva fosforilacija treoninskega ostanka, saj se z njo 
aktivnost AMPK poveča do 100-krat. Pri metodi prenosa western spremljamo le 
fosforilacijo na mestu Thr172, torej je mogoče, da ostane aktivacija AMPK podcenjena, saj 
alosterične aktivacije na takšen način ne moremo določiti. Prav zaradi tega je bolj občutljiv 
rezultat aktivacije AMPK prav fosforilacija ACC, ki je neposredna tarča AMPK. 
Izhodišča za prihodnost zdravljenja po transplantaciji pridobljene sladkorne 
bolezni 
Ugodni učinki MMF z AICAR na aktivacijo AMPK nakazujejo, da bi bil MMF morda 
lahko uporaben za preprečevanje ali zdravljenje sladkorne bolezni po presaditvi organa. 
Trojni režim uporabe imunozaviralcev, ki se v klinični praksi najbolj uporablja zajema 
prednizolon in  kalcinevrinske zaviralce, ki lahko vplivajo na koncentracijo glukoze v krvi 
in lahko teoretično pospešijo nastanek sladkorne bolezni po presaditvi, še zlasti ob 
predispoziciji za njen nastanek že pred presaditvijo. Tretje zdravilo v terapiji je MMF, za 
katerega ni poročil, da bi vplival na nastanek sladkorne bolezni (10). Z našimi poskusi smo 
pokazali, da spodbuja aktivacijo AMPK v kombinaciji z AICAR, kar pomeni, da bi lahko 
imel ugodne učinke na presnovo. Glede na naše rezultate vpliva MMF na AMPK bi lahko 
sklepali, da kombinacija MMF in AICAR spodbudi oksidacijo maščobnih kislin in 
privzem glukoze v podganjo skeletno mišico. Povečanje fosforilacije Akt pod vplivom 
MMF nakazuje, da bi lahko MMF spodbudil privzem glukoze v skeletne mišice. 
V prihodnosti bi lahko naše rezultate podkrepili na več načinov. Da bi rezultate približali 
razmeram v človeškem telesu, bi v prihodnje morali izvesti poskuse na večjem številu 
človeških skeletnomišičnih celic, s čimer bi se izognili variabilnosti med posameznimi 
donorskimi celicami. Poleg signalnih poti bi lahko preverili še vpliv MMF na presnovne 
poti (privzem glukoze, oksidacijo lipidov itd.). Za to bi morali izvesti poskuse na kulturah 
podganjih skeletnomišičnih celic in na primarnih človeških kulturah skeletnomišičnih 
celic, kjer bi merili privzem [3H]glukoze in oksidacijo [3H]palmitinske kisline. Učinke 
MMF bi lahko nadalje analizirali še na izoliranih skeletnih mišicah (npr. miši ali podgane) 
oziroma mišičnih vlaknih človeka, vendar bi se s tem izognili in vivo variabilnosti zaradi 
sistemskih dejavnikov. Najbolj realno oceno vpliva MMF na signalne poti in presnovne 




1. Tako v kulturi podganjih skeletnomišičnih celic, kot tudi v primarni kulturi 
človeških skeletnomišičnih celic se je izkazalo, da MMF ne spodbudi aktivacije 
AMPK. Ugotovili pa smo, da MMF okrepi z AICAR spodbujeno aktivacijo 
AMPK. Rezultati naših poskusov torej le delno podpirajo prvo hipotezo. 
 
2. MMF in ALA sta sinergistično aktivirala AMPK v podganjih skeletnomišičnih 
celicah (v prisotnosti AICAR in brez AICAR), kar podpira našo drugo hipotezo. 
 
3. Pokazali smo, da MMF vpliva na aktivacijo Akt signalne poti v podganjih 
skeletnomišičnih celicah. Naši rezultati torej podpirajo tretjo hipotezo. 
 
Če bi raziskave v prihodnosti pokazale, da MMF učinkovito aktivira AMPK, bi to 
predstavljalo pomemben mejnik pri zdravljenju po transplantaciji pridobljene sladkorne 
bolezni. Terapija z MMF v monoterapiji ali v terapiji prevladujočega trojnega težima 
imunosupresivov po transplantaciji, bi imela ugodne učinke tako pri zdravljenju odpovedi 
organa, kot tudi pri preprečevanju razvoja sladkorne bolezni in z njo povezanimi 
presnovnimi zapleti. Prednost takega zdravljenja z MMF bi bila tudi uporaba manjšega 
števila zdravil, kar bi pomenilo večjo komplianco pacientov in morebitno še višji odstotek 
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Mycophenolate mofetil promotes activation of AMP-activated protein kinase in 
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Mycophenolate mofetil (MMF), an inhibitor of inosine monophosphate (IMP) 
dehydrogenase and an immunosuppressive drug, is used for prevention of organ rejection after 
transplantation and treatment of autoimmune diseases. Transplant recipients have increased risk for 
development of post-transplant diabetes mellitus (PTDM). While several mechanisms contribute to 
its development, immunosuppressive therapy is a major contributing factor. Unlike many 
immunosuppressive drugs, MMF has not been linked to PTDM, indicating it exerts protective 
metabolic effects.  
Activation of AMP-activated protein kinase (AMPK), a cellular energy sensor, in skeletal 
muscle improves dysregulation of glucose homeostasis in type 2 diabetes. ZMP (aka AICAR-
monophosphate) is an endogenous purine precursor and a direct AMPK activator. ZMP, 
synthesized in the de novo pathway of purine synthesis, is converted to IMP, which is further 
metabolized by IMP dehydrogenase to xanthosine monophosphate or by adenylosuccinate 
synthetase to adenylosuccinate. Here we determined whether inhibition of IMP dehydrogenase by 
MMF promotes ZMP accumulation and AMPK activation in cultured skeletal muscle cells.  
We treated rat L6 skeletal muscle cells with MMF and/or AICAR, a precursor of ZMP and 
the most widely used exogenous AMPK activator. As estimated by phosphorylation of AMPK and 
its downstream target acetyl-CoA carboxylase, AICAR-stimulated AMPK activation was markedly 
enhanced by MMF, indicating MMF effectively suppressed IMP dehydrogenase. Conversely, 
MMF alone did not activate AMPK, which suggested endogenous ZMP does not sufficiently 
accumulate due to conversion of IMP to adenylosuccinate. In line with this notion, combined 
treatment of skeletal muscle cells with MMF and alanosine, an inhibitor of adenylosuccinate 
synthetase, promoted AMPK activation. 
In summary, we showed that MMF promotes AMPK activation in cultured skeletal muscle 
cells, suggesting a role for AMPK in protection against PTDM. 
 
 
